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POPIS KRATICA 
 
PCR                lančana reakcija polimerazom (PCR, prema engl. polymerase chain   
                        reaction) 
ELISA              imunoenzimska metoda (ELISA, prema engl. enzyme-linked 
immunosorbent   
                        assay) 
DNA                deoksiribonukleinska kiselina (DNA, prema engl. deoxyribonucleic acid)    
Tm                   melting temperatura (Tm, prema engl. temperature melting) 
PSI  indeks težine pneumonije (PSI, prema engl. Pneumonia severity index) 
BAL  bronhoalveolarni lavat 
JIL  jeidnica intenzivnog liječenja 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. UVOD 
 
1.1. IZVANBOLNIČKE PNEUMONIJE – DEFINICIJA I ETIOLOGIJA 
 
Izvanbolnička pneumonija je akutna infekcija plućnog parenhima karakterizirana 
novonastalim infiltratom na radiološkoj snimci prsnog koša ili auskultatornim nalazom koji 
ukazuje na pneumoniju, kod bolesnika koji unatrag 14 i više dana od pojave simptoma nije 
bio hospitaliziran, niti je boravio u gerijatrijskoj ili sličnoj ustanovi. Istovremeno su obično 
prisutna najmanje dva simptoma akutne infekcije donjeg respiratornog sustava uključujući 
vrućicu ili hipotermiju, tresavicu, znojenje, novonastali kašalj s ili bez iskašljaja, promjenu u 
boji respiratornog sekreta kod bolesnika s kroničnim kašljem, bol u prsištu ili dispneju1.          
           Etiologija izvanbolničkih pneumonija se uz primjenu konvencionalnih 
mikrobioloških metoda utvrdi kod 50-75 % bolesnika. Najčešće utvrđeni bakterijski 
uzročnik je Streptococcus pneumoniae2-6. U 26 prospektivnih istraživanja provedenih u 10 
europskih zemalja koja su uključivala gotovo 6000 odraslih osoba hospitaliziranih zbog 
izvanbolničke pneumonije pneumokok je bio najčešće utvrđeni bakterijski patogen. 
Spektar ostalih bakterijskih uzročnika također je sličan u istraživanjima provedenim u 
različitim europskim zemljama, te obuhvaća Haemophilus influenzae, Mycoplasma 
pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae i Legionella species. Učestalost Legionella 
species razlikuje se među pojedinim europskim zemljama. Češća je u mediteranskim 
zemljama poput Španjolske i Francuske u kojima uzrokuje 8-15 % slučajeva 
izvanbolničkih pneumonija, dok je u sjevernoeuropskim zemljama rijetka. Ostali bakterijski 
uzročnici su Staphylococcus aureus, enterobakterije i Pseudomonas aeruginosa (u 
bolesnika s predisponirajućim čimbenicima kao što su kronična opstruktivna plućna bolest, 
karcinom, dijabetes, alkoholizam, dugotrajno liječenje kortikosteroidima, prethodno 
primjenjeni antimikrobni lijekovi), anaerobi (aspiracija, bolesti gingive, poremećaj 
pokretljivosti jednjaka). Rijetki bakterijski uzročnici su i Chlamydophila psittaci i Coxiella 
burnetti. C. burnetti vrlo je rijedak uzročnik u većini europskih zemalja (u pojedinim 
dijelovima Skandinavije uopće ne postoji), ali je drugi po učestalosti uzročnik u 
sjeveroistočnim dijelovima Španjolske. Razlike među istraživanjima s obzirom na utvrđenu 
učestalost pojedinih uzročnika prema tome mogu se objasniti različitim čimbenicima: 
karakteristikama ispitivane populacije (npr. dob ispitanika, prisutnost određenih rizičnih 
čimbenika), geografskim područjem, vrstom ispitivanih uzoraka, te primjenjenim 
mikrobiološkim metodama7,8,9.  
           M. pneumoniae, C. pneumoniae i Legionella species još uvijek se često, iako 
neopravdano, nazivaju tzv. atipičnim uzročnicima. Neka istraživanja ukazuju na to da se  
udio slučajeva uzrokovanih ovim bakterijama povećava, te da je njihova uloga 
potcijenjena10-13. C. pneumoniae je tako u jednom istraživanju bila najčešće identificirani 
bakterijski uzročnik izvanbolničkih pneumonija, dok je u nekim istraživanjima po 
učestalosti bila na drugom mjestu, odmah iza pneumokoka14-19. Za M. pneumoniae već se 
dugo zna da pokazuje cikličke varijacije u učestalosti svakih 4-8 godina. Najnovije 
istraživanje pokazalo je da cikličke varijacije, ali u puno dužim vremenskim intervalima, 
pokazuje i C. pneumoniae20.  
           Kod bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom ponekad se utvrde dva ili više 
bakterijskih uzročnika. Postotak ovakvih miješanih izvanbolničkih pneumonija u 
istraživanjima se kreće od 10-20 %, a kao bakterijski uzročnici koji u njima sudjeluju 
najčešće se navode S. pneumoniae, H. influenzae i C. pneumoniae15,17,18,21. 
            U literaturi se često navodi da su mnoge pneumonije s nerazjašnjenom etiologijom 
zapravo uzrokovane pneumokokom koji nije dokazan zbog nesavršenosti postojeće 
mikrobiološke dijagnostike na ovom području22. 
 
 
 
 
 
 
1.2.  MIKROBIOLOŠKE DIJAGNOSTIČKE METODE 
 
           1.2.1. Konvencionalne mikrobiološke metode 
 
         Konvencionalne mikrobiološke metode za utvrđivanje bakterijskih uzročnika 
izvanbolničkih pneumonija razlikuju se ovisno o traženom uzročniku, a obuhvaćaju 
mikroskopski preparat i kultivaciju iz uzoraka sputuma (a ako su dostupni i iz 
bronhoskopski dobivenih uzoraka, te pleuralnih izljeva), hemokulturu, otkrivanje 
bakterijskih antigena u urinu i serološke metode1-20. 
 
           1.2.1.1. Streptococcus pneumoniae 
 
          Mikrobiološka dijagnostika pneumokokne pneumonije i danas je otežana jer 
mikroskopski preparat i kulture sputuma, te hemokulture imaju nisku osjetljivost, posebno 
kod bolesnika kod kojih su već prethodno primjenjeni antimikrobni lijekovi, a prisutnost 
pneumokoka u sputumu uz to može predstavljati i kolonizaciju23.  
           Prema literaturi kultura sputuma pokazuje različite rezultate na koje može utjecati 
niz čimbenika kao što su način uzimanja, transport i brzina obrade uzorka, pravilna 
upotreba citoloških kriterija za procjenu adekvatnosti uzorka i prethodno primjenjeno 
antimikrobno liječenje. U istraživanju koje je pokazalo ograničenu dijagnostičku vrijednost 
uzorka sputuma, od 116 bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom samo 36 % njih moglo 
je dati uzorak sputuma, 55 % dobivenih uzoraka ocijenjeno je adekvatnim na osnovu 
mikroskopskog preparata, u 24 % kultivacijom je dobiven bakterijski uzročnik, a samo kod 
1 bolesnika mikrobiološki nalaz utjecao je na daljnji izbor antimikrobnog liječenja koje je do 
tada bilo neuspješno24. U bolesnika s blagom izvanbolničkom pneumonijom bez 
komorbiditetnih čimbenika (maligna bolest, renalna insuficijencija, kronična opstruktivna 
plućna bolest, itd.) preparat po Gramu i kultura sputuma nisu bili dijagnostički korisni niti 
su utjecali na liječenje i njegov ishod25,26. Iako se u nekim istraživanjima preparat po 
Gramu  pokazao dijagnostički korisnim, meta-analiza je pokazala njegovu slabu 
uspješnost kada se uzme u obzir broj bolesnika kod kojih je uzorak sputuma adekvatan, te 
konačni rezultati27,28. Istraživanje utjecaja prethodno primjenjenog antimikrobnog liječenja 
pokazalo je da je mikroskopski preparat sputuma po Gramu dijagnostički koristan ako je 
uzorak uzet u prvih 6 do 12 sati, a kultura sputuma ako je uzorak uzet unutar 24 sata od 
početka antimikrobnog liječenja29.  
           Hemokulture su pozitivne kod samo 5-14 % bolesnika hospitaliziranih zbog 
izvanbolničke pneumonije, a njihovu osjetljivost bitno smanjuje prethodno primjenjeno 
antimikrobno liječenje. Nekoliko istraživanja je pokazalo da su hemokulture češće 
pozitivne kod bolesnika s teškom pneumonijom. Niska osjetljivost hemokultura pokušava 
se protumačiti na nekoliko načina: 
a) malim brojem mikroorganizama prisutnim po mililitru krvi, 
b) prisutnošću bakterija unutar leukocita (neutrofila) zbog fagocitoze, 
c) prethodno primjenjenim antimikrobnim liječenjem i 
d) zahtjevnošću pneumokoka pri kultivaciji  (autolizini)25,30,31,32,33. 
           Fiberoptička bronhoskopija s bronhoalveolarnim ispirkom (BAL) invazivna je 
metoda za dobivanje uzorka koji nije kontaminiran bakterijskom florom gornjeg 
respiratornog sustava. Upotreba ove metode uobičajena je u razjašnjavanju etiologije 
plućne infekcije kod imunokompromitiranih bolesnika i bolesnika s pneumonijom 
povezanom sa strojnom ventilacijom (VAP). Međutim, njezino značenje kod 
imunokompetentnih bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom još uvijek je nejasno34,35.     
 Detekcija pneumokoknog antigena u urinu je brza (~15 minuta) i jednostavna 
metoda za dijagnostiku pneumokokne pneumonije, osobito u slučaju ako je već započeto 
antimikrobno liječenje jer na ovu metodu ono ne utječe kao na prije spomenute metode. 
Pneumokokni antigen je tako kod bolesnika s pneumokoknom bakterijemijom bio još 
uvijek pozitivan 3 dana nakon početka liječenja u 83 % slučajeva36. Problem predstavljaju 
mogući lažno-pozitivni nalazi kod djece s kolonizacijom nazofarinksa sa  
S. pneumoniae, te perzistencija antigena u urinu i nekoliko tjedana nakon nastanka 
pneumonije, zbog čega pozitivni rezultat ne mora biti posljedica trenutno prisutne, nego 
neke prethodno preboljele pneumonije (unutar prethodna 3 mjeseca)37,38,39,40. 
 
          1.2.1.2. Mycoplasma pneumoniae 
 
           Kultivacija M. pneumoniae iz kliničih uzoraka ima nisku osjetljivost, zahtjevna je i 
dugotrajna. Ovisno o inokulumu može trajati od 4 dana do nekoliko tjedana, te se stoga ne 
preporučuje u rutinskoj dijagnostici. Pneumonije uzrokovane s M. pneumoniae uglavnom 
se dokazuju serološkim testovima. IgG protutijela se u prvom tjednu bolesti ne mogu 
otkriti, dok s druge strane njihova niska razina može biti detektabilna i do 4 godine nakon 
preboljele infekcije. Zbog toga je nužno dokazati značajan porast njihovog titra, a to znači 
tek retrospektivno postavljanje dijagnoze. Rano postavljanje dijagnoze serološkim 
metodama temelji se na otkrivanju IgM protutijela koja se pojavljuju u prvom tjednu bolesti, 
a mogu se otkriti pomoću testa aglutinacije mikročestica (MAG) i ELISA metodom41. 
Otkrivanje IgM protutijela zadovoljavajuća je metoda kod djece. Naime, iako su 
pneumonije s M. pneumoniae češće u djece i mlađih odraslih osoba, mogu se pojaviti  i u 
kasnijoj dobi, najvjerojatnije kao posljedica reinfekcije jer je imunost na 
 
M. pneumoniae ograničenog trajanja. Zato se kod odraslih osoba kao osjetljivija metoda 
može koristiti određivanje IgA protutijela koja također nastaju rano tijekom 
bolesti42,43,44,45,46. Iako se ELISA metodom mogu otkriti IgG, IgM i IgA protutijela, još uvijek 
preostaje problem specifičnosti jer postoje križne reakcije s M. genitalium, vrstom koja je 
najsrodnija s M. pneumoniae47. 
 
 
 
 
1.2.1.4. Legionella species 
 
          Prema većini dostupne literature infekcije uzrokovane s Legionella spp. smatraju 
se češćima nego li se stvarno dijagnosticiraju, što je dijelom posljedica nesavršenosti 
konvencionalnih dijagnostičkih metoda. Serološkim metodama dijagnoza se postavlja 
samo retrospektivno. Glavno ograničenje serološke dijagnostike jest kasni nastanak 
serokonverzije, kod većine slučajeva nakon 3-4 tjedna, ali ponekad i nakon više od 10 
tjedana. To znači da čak i ako je dostupan serum konvalescentne faze, on iz navedenog 
razloga može biti uzet prerano što rezultira lažno-negativnim rezultatima, a dijelom je i 
objašnjenje za 20-30 % bolesnika s legionelozom koji navodno ne razvijaju imunološki 
odgovor. Zbog toga se kod sumnje na infekciju s Legionella spp. preporučuje uzimanje još 
jednog dodatnog seruma konvalescentne faze. IgM protutijela, s druge strane, nisu 
pouzdani pokazatelj akutne infekcije jer mogu perzistirati vrlo dugo. Drugi nedostatak 
serološke dijagnostike je nemogućnost otkrivanja svih vrsta i serogrupa Legionella spp. 
Iako se serokonverzija za L. pneumophila serogrupa 1 općenito smatra visoko 
prediktivnom, osjetljivost i specifičnost serokonverzije za druge vrste i serogrupe nije 
potpuno potvrđena. Od različitih seroloških metoda koje su dostupne indirektna 
imunofluorescenca smatra se standardnom referentnom metodom. 
Otkrivanjem antigena u urinu dijagnoza se postavlja dovoljno rano, ali samo za  
L. pneumophila serogrupa 1. Osjetljivost testa veća je kod težih oblika bolesti, te ukoliko 
se prije izvođenja testa urin prethodno 25x koncentrira selektivnom ultrafiltracijom449,50 Za 
kultivaciju iz uzoraka sputuma potrebno je nekoliko dana, ali problem je veliki postotak 
bolesnika koji nemaju produktivni kašalj51. 
 
 
 
 
 
   1.2.1.3. Chlamydophila pneumoniae 
           
          Kultivacija C. pneumoniae radi se na staničnim kulturama (Hep-2, HL) koje se 
nakon inkubacije bojaju specifičnim fluorescentno-obilježenim protutijelima pomoću kojih 
se detektiraju bakterije koje se umnožavaju unutar stanice (inkluzije). Ova metoda je  
zahtjevna i glavni joj je nedostatak nedovoljna osjetljivost. Potpuno zadovoljavajuće 
serološke metode nema, ali se mikroimunofluorescenca (MIF) preporučuje kao metoda 
izbora. Zbog kinetike serološkog odgovora rezultate dobivene serološkim pretragama 
ponekad je teško interpretirati i razlikovati akutnu od neke prošle infekcije. Prvo, s obzirom 
da je imunost na C. pneumoniae ograničenog trajanja, moguće su reinfekcije 
karakterizirane izostankom stvaranja IgM protutijela. Značajan porast titra IgG protutijela, s 
druge strane, nastaje kasno, pa ga zbog vrlo često nemogućnosti dobivanja uzorka 
seruma konvalescentne faze nakon 4-8 tjedana, nije moguće dokazati. Drugo, kod 
otprilike 50 % odrasle populacije prisutna su IgG protutijela48. Zbog svega navedenog 
teško je samo na osnovu seroloških pretraga postaviti dijagnozu akutne infekcije. Čak i 
ako se dijagnoza postavi, ona je samo retrospektivna, te ne doprinosi liječenju bolesnika. 
 
           
1.2.1.5. Opravdanost primjene konvencionalnih mikrobioloških metoda u  
bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom 
 
            Zbog navedenih ograničenja konvencionalnih mikrobioloških metoda, te prevelikih 
troškova koji bi nastali opsežnom dijagnostičkom obradom svih bolesnika s 
izvanbolničkom pneumonijom, novije preporuke stručnih društava definiraju bolesnike kod 
kojih su ove metode radi utvrđivanja etiologije opravdane i treba ih napraviti. Svakako ih 
treba napraviti u slučaju kad se očekuje da će njihovi rezultati promijeniti antimikrobno 
liječenje pojedinog bolesnika, odnosno kod bolesnika kod kojih se uobičajeno ovim 
metodama dobivaju rezultati. Svim preporukama zajedničko je da opseg mikrobiološke 
dijagnostičke obrade kod određenog bolesnika ovisi o težini pneumonije. Konkretnije 
rečeno, rutinsko dijagnostičko testiranje radi utvrđivanja etiologije kod ambulantno liječenih 
bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom nije obavezno, odnosno proizvoljno je. Kod 
hospitaliziranih bolesnika hemokulture i uzorak sputuma za preparat po Gramu i kulturu 
prije početka anitmikrobnog liječenja treba uzeti u slučaju kad postoje kliničke indikacije 
(primitak u jedinicu intenzivnog liječenja, prethodno neuspjelo ambulantno liječenje, 
leukopenija, alkoholizam, kronična bolest jetre, teška opstruktivna/strukturna plućna 
bolest, asplenija, pleuralni izljev). Kod hospitaliziranih bolesnika bez navedenih kliničkih 
indikacija dijagnostičko testiranje nije obavezno, odnosno proizvoljno je. Preparat po 
Gramu i kulturu iz uzorka sputuma prije primjene antimikrobnog liječenja treba napraviti 
samo ako je moguće dobiti adekvatan uzorak i zadovoljiti zahtjeve u odnosu na uzimanje, 
transport i obradu uzorka. Kod bolesnika s teškom izvanbolničkom pneumonijom treba kao 
minimum uzeti hemokulture, uzorak sputuma za kulturu, te napraviti testove za otkrivanje 
antigena u urinu za L. pneumophila serogrupa 1 i S. pneumoniae. Kod intubiranih 
bolesnika treba uzeti endotrahealni aspirat52,53,54.  
           Iz svega navedenog jasno je da su u mikrobiološkoj dijagnostici izvanbolničkih 
pneumonija potrebne nove i bolje metode. 
 
          1.2.2. Molekularne mikrobiološke metode 
 
          Zbog navedenih nedostataka konvencionalnih, sve češće se nastoje primijeniti 
molekularne mikrobiološke metode – prije svega lančana reakcija polimerazom (PCR, 
prema engl. polymerase chain reaction).  
 PCR je brza enzimska metoda kojom se male količine DNA prisutne u nekom 
uzorku amplificiraju in vitro čak milijun puta na količinu potrebnu za daljnju analizu 
elektroforezom, hibridizacijom itd. Temelji se na ponavljajućim ciklusima od kojih se svaki 
sastoji od 3 reakcije, a svaka od njih ima određenu temperaturu i vrijeme trajanja koje je 
potrebno prethodno podesiti na termobloku (prema engl. heating block), odnosno aparatu 
u kojem se reakcija odvija: 1. denaturacija DNA koja se odvija na visokoj temperaturi (npr. 
950 C) kako bi se dva lanca DNA razdvojila, 2. vezanje početnica  na određenu regiju 
gena ili genoma na nižoj temperaturi (npr. 50-620 C ) i 3. elongacija ili sinteza novog lanca 
DNA pomoću Taq DNA polimeraze (obično na 720 C). 
Reakcija se izvodi u mikrotubama/kapilarama, obično u 50 µl ili 20 µl otopine koja 
sadrži sljedeće čimbenike: ciljnu DNA, nukleotide (dNTP) i termostabilnu Taq DNA 
polimerazu koja se izdvaja iz termofilne bakterije Thermus aquaticus ili sintetizira 
genetskim inženjerstvom55,56.  
Osim konvencionalne PCR metode, danas postoje i njene brojne modifikacije. 
Real-time PCR je brža, potpuno automatizirana i kompjuterizirana PCR metoda koja, za 
razliku od konvencionalne, omogućuje amplifikaciju i detekciju PCR produkata u trajanju 
od oko samo 45 minuta. Metoda se radi na aparatu LightCycler (Roche Diagnostics, 
Mannheim, Germany) koji omogućuje i kvantifikaciju ciljne DNA u uzorku (Slika 1).  
 
Slika 1. Lightcycler® 2.0 Instrument 
                                            
                                              Prema Roche Applied Science57 
 
Ovaj aparat omogućuje da se s jedne strane ciklusi amplifikacije odvijaju jako brzo, a s 
druge strane on istodobno ima i funkciju mikrovolumnog fluorometra. Na taj način se brzi 
ciklusi DNA amplifikacije kombiniraju s bilježenjem fluorescencije. To omogućuje 
kvantifikaciju jer je jačina fluorescentnog signala koja se mjeri u svakom amplifikacijskom 
ciklusu direktno proporcionalna s količinom stvorenog PCR produkta. Pri tome se mogu 
koristiti interkalirajuće flourescentne boje, SYBR Green I i fluorescentno obilježene 
specifične probe. Upotreba fluorescentno obilježenih specifičnih probi temelji se na 
prijenosu fluorescentno-rezonantne energije (FRET, prema engl. fluorescence resonancy 
energy transfer). Ove probe dodaju se u reakcijsku smjesu zajedno s početnicama, te se 
tijekom vezanja početnica vežu na određene sekvence na amplificiranim DNA 
fragmentima. S obzirom da se tada nalaze jedna blizu druge (unutar 15 nukleotida) dolazi 
do prijenosa energije i emitiranja fluorescentnog svjetla određene valne duljine.  (Slika 2).  
 
 
 
Slika 2. Upotreba fluorescentno obilježenih specifičnih probi za kvantifikaciju PCR produkata u real-
time PCR metodi pomoću aparata LightCycler. 
 
                                               
 A. Jedna proba obilježena je na 3' završetku s fluoresceinom (donor), a druga na 5'  
                  završetku s LightCycler® Red (akceptor). Za vrijeme denaturacije nema vezivanja  
                  probi (hibridizacije), te je zbog toga udaljenost između probi prevelika da bi moglo doći   
                  do prijenosa energije. 
  
                                             
 B. Tijekom vezanja početnica probe se vežu za amplificirane DNA fragmente jedna blizu  
                 druge. Fluorescein emitira zeleno fluorescentno svjetlo, dolazi do prijenosa energije na    
                 LightCycler® Red koji nakon toga emitira crveno fluorescentno svjetlo. Ova crvena  
                 fluorescencija se mjeri na kraju svakog vezanja početnica, jer je tada intenzitet     
                 fluorescencije najjači. 
 
 
                                            
 C. Nakon vezanja početnica, odnosno tijekom elongacije, temperatura je viša, probe se    
                 odvajaju, a amplificirani DNA fragmenti opet su dvolančani. Zbog toga su probe opet  
                 predaleko jedna od druge da bi moglo doći do prijenosa fluorescentne energije.   
     Prema Roche Applied Science57 
 
 
Identifikacija PCR produkata u real-time metodi temelji se na melting temperaturi (Tm, 
prema engl. melting temperature). Općenito, temperatura pri kojoj se DNA lanci pri 
zagrijavanju odvajaju (engl. melting) razlikuje se ovisno o njihovoj sekvenci, duljini i GC 
sadržaju. Čak i razlika u jednoj jedinoj bazi može rezultirati promjenama u Tm, te se zbog 
toga karakteristike Tm mogu koristiti za identifikaciju PCR produkata. Konkretno, pri 
upotrebi ranije opisanih fluorescentno obilježenih specifičnih probi, LightCycler® analizira 
Tm u svakom uzorku tako da prati fluorescenciju svakog uzorka dok se pri tom 
temperatura povećava kako bi se probe razdvojile od svojih ciljanih DNA sekvenci. Kako 
temperatura raste, tako se fluorescencija u uzorcima smanjuje jer kad se probe odvoje od 
amplificiranih DNA fragmenata, međusobno su udaljene, te dolazi do pada u fluorescenciji. 
Tm je pri tome definirana kao temperatura u kojoj se 50 % probi odvojilo od DNA. Analizu 
Tm izvodi program koji podatke prikazuje u 2 oblika. Prvi oblik je melting krivulja (engl. 
melting curve) koja prikazuje fluorescenciju uzoraka u odnosu na temperaturu. To je 
silazeća krivulja koja prikazuje smanjenje fluorescencije u uzorcima dok se probe u njima, 
uslijed povišenja temperature, odvajaju (melting) od svojih ciljanih sekvenci. Drugi oblik su 
melting zupci (engl. melting peaks). To su zupci koji prikazuju negativnu derivaciju krivulje 
fluorescencije –(d/dT). Tm svakog uzorka ovdje izgleda kao zubac. Na ovaj način se bolje 
uočavaju razlike između pojedinih uzoraka (Slika 3)57. 
            
 
 
 Slika 3. Analiza melting temperatura (Tm) pomoću melting krivulje i melting peak-ova 
 
                                    
                                    Prema Roche Applied Science (57) 
 
Iz svega navedenog vidljivo je da se PCR metoda čini kao vrlo pogodna za 
dijagnostiku izvanbolničkih pneumonija  jer može detektirati minimalne količine nukleinskih 
kiselina svih eventualnih uzročnika, ne ovisi o njihovoj vijabilnosti, rezultati su dostupni vrlo 
brzo, a utjecaj prethodno primijenjenog antimikrobnog liječenja na ovu metodu daleko je 
manji nego li na kultivaciju. Pojedini bakterijski uzročnici razlikuju se međusobno s obzirom 
na istražene i objavljene metode, kao i njihove rezultate 58,59,60. 
. 
           
 
 
 
 
1.2.2.1. Streptococcus pneumoniae 
 
          PCR je u dijagnostici pneumokokne pneumonije evaluiran  na uzorcima krvi (puna 
krv, serum, plazma, izolirani leukociti) i  na uzorcima iz respiratornog sustava.  
          Kao ciljana sekvenca najčešće je korišten gen pneumolizina, te rjeđe gen autolizina. 
Pneumolizin je kod pneumokoka jedan od najvažnijih čimbenika virulencije. To je toksin 
koji pripada u skupinu tzv. citolizina koji se vežu za kolesterol (engl. cholesterol-binding 
cytolysins). Slične toksine stvaraju i druge gram-pozitivne bakterije (npr. streptolizin O kod 
Streptococus pyogenes, listeriolizin kod Listeria monocytogenes). Ovi toksini djeluju tako 
da se vežu na kolesterol kao receptor u staničnoj membrani ciljne stanice. Nakon toga 
dolazi do promjene njihove konformacije, ugrađuju se u staničnu membranu i stvaraju 
agregate. Kao posljedica toga u membrani nastaju transmembranski kanali odnosno 
oštećenja u obliku pora. Pneumolizin se razlikuje od od svih ostalih pripadnika ove grupe 
bakterijskih toksina zbog toga što ga pneumokok ne izlučuje aktivno, već pneumolizin 
ostaje u njegovoj citoplazmi sve dok ne dođe do lize pneumokoka kada se pneumolizin 
oslobađa u njegovu okolinu61,62. Autolizin je N-acetil-muramil-L-alanin amidaza odgovorna 
za remodeliranje odnosno pregradnju staničnog zida. Njena funkcija važna je prilikom 
diobe bakterijske stanice, a smatra se odgovornom i za ireverzibilna oštećenja prilikom 
djelovanja beta-laktamskih antimikrobnih lijekova63. 
          Detekcija pneumokoka pomoću konvencionalnog PCR-a iz uzoraka krvi u do sada 
provedenim istraživanjima pokazala je vrlo varijabilne rezultate. Rudolph i suradnici koristili 
su nested PCR s prvim parom početnica specifičnim za gen autolizina (lytA), a drugim 
parom specifičnim za gen pneumolizina na uzorcima pune krvi i izoliranim leukocitima 
dobivenim od bolesnika s pneumokoknom bakterijemijom dokazanom u hemokulturi. U 
odnosu na hemokulture nested PCR pokazao je osjetljivost od 75 % s  
početnicama za pneumolizin, te 63 % s početnicama za autolizin na izoliranim leukocitima, 
dok je kod uzoraka pune krvi osjetljivost bila svega 35 %. Ispitivanje in vitro osjetljivosti na 
serijskim razrjeđenjima pneumokokne DNA pokazalo je da ova metoda može detektirati 10 
fg (4.3 kopije genoma) pneumokokne DNA. Međutim, kad je metoda izvedena na 
uzorcima pune krvi i izolatima leukocita u koje je prethodno unesen soj  
S. pneumoniae, čime se zapravo "oponašaju" klinički uzorci, osjetljivost je bila manja (200 
mikroorganizama na uzorcima pune krvi i 20 mikrorganizama na izoliranim leukocitima)64. 
Zhang i suradnici koristili su PCR za PBP 2B gen, također na uzorcima pune krvi dobivene 
od bolesnika s pneumokoknom bakterijemijom, te dobili osjetljivost od 80 %. In vitro 
osjetljivost bila je 100 fg DNA odnosno 1 CFU65. Kod Dagan i suradnika PCR za gen 
pnemolizina u uzorcima seruma pokazao je osjetljivost od 100 % kod djece s 
pneumokoknom bakterijemijom dokazanom u hemokulturi, dok je u djece s lobarnom 
pneumonijom osjetljivost bila 37 %. Problem su bili pozitivni PCR rezultati kod zdravih 
kontrolnih ispitanika kod kojih je bila prisutna kolonizacija nazofarinksa s pneumokokom66. 
Salo i suradnici su pomoću nested PCR metode za gen pneumolizina na uzorcima seruma 
kod bolesnika s pneumokoknom pneumonijom dokazanom u hemokulturi dobili osjetljivost 
od 100 %. In vitro osjetljivost određena pomoću serijskih razrjeđenja pneumokokne DNA 
pokazala je da ova metoda može detektirati 24 fg pneumokokne DNA (10 
mikroorganizama)67. Kod Toikka i suradnika je nested PCR metoda na uzorcima krvi bila 
pozitivna u 12 od 25 (44 %) djece s invazivnom pneumokoknom infekcijom, a za optimalnu 
osjetljivost bilo je potrebno testirati više frakcija krvi (plazma, serum i izolirane leukocite). 
In vitro osjetljivost njihove PCR metode ispitana na serijskim razrjeđenjima soja 
pneumokoka (a ne izolirane pneumokokne DNA) bila je 10 CFU (odnosno 1 CFU nakon 
Southern blot hibridizacije)68. Hassan-King i suradnici analizirali su PCR metodom za gen 
autolizina 25 uzoraka krvi uzetih iz bočice za hemokulturu kod bolesnika sa suspektnom 
pneumonijom. PCR metodom dobiveni su pozitivni rezultati i iz onih uzoraka krvi iz kojih 
nije izoliran pneumokok u hemokulturi. In vitro osjetljivost ove metode ispitana na serijskim 
razrjeđenjima pneumokokne DNA bila je 50 fg, dok je najmanji broj bakterija koji daje 
pozitivnu reakciju, određen pomoću serijskih razrjeđenja, bio 3 CFU69. Menendez i 
suradnici su nested PCR metodom na uzorcima seruma utvrdili peterostruko više 
pneumokoknih pneumonija nego li u hemokulturi (41 slučaj PCR metodom, a samo 7 
slučajeva u hemokulturi)70. Istom nested PCR metodom su Lorente i  suradnici utvrdili 
PCR-pozitivne rezultate na uzorcima krvi kod 48 % bolesnika s pneumokoknom 
pneumonijom i sterilnim hemokulturama71. Kod Dominguez i suradnika koji su koristili istu 
nested PCR metodu, kod svih bolesnika kod kojih su hemokulture bile negativne, negativni 
su bili  i rezultati PCR-a72.  
          Murdoch i suradnici prvi su utvrdili razliku u rezultatima PCR-a između uzoraka krvi i 
uzoraka iz respiratornog sustava. Kod bolesnika s pneumonijom oni su u uzorcima krvi 
(plazma, izolirani leukociti) imali svega 2 % pozitivnih rezultata, dok ih je na uzorcima 
sputuma bilo čak 81 %, a na obriscima ždrijela 55 % pozitivnih. Jedna od važnijih 
spoznaja koja je također proizašla iz spomenutog istraživanja jest da PCR na ovim 
uzorcima iz respiratornog sustava nije pouzdana dijagnostička metoda za pneumokoknu 
pneumoniju jer ne može razlikovati kolonizaciju od infekcije73. U ovim uzorcima to je 
moguće pomoću kvantitativnog PCR-a gdje prisutnost većeg broja bakterija ukazuje na 
infekciju, a ne kolonizaciju74,75,76. Slične postotke PCR-pozitivnih uzoraka sputuma 
pokazala su i druga istraživanja77. 
           Do sada je provedeno samo jedno istraživanje u kojem je PCR za S. pneumoniae 
evaluiran na bronhoskopski dobivenim uzorcima, tj. na uzorcima BAL-a. U tom istraživanju   
korišten je   multiplex PCR   koji je osim   početnica    za   H. influenzae, M. pneumoniae i 
C. pneumoniae uključivao i početnice specifične za lytA gen S. pneumoniae. U tom 
istraživanju S. pneumoniae         
je pomoću kulture otkriven u BAL-u kod 6.4 % (10/156) bolesnika, a multiplex PCR-om 
kod 28 % (44/156) bolesnika s infekcijom donjeg respiratornog sustava. Od 103 bolesnika 
koji su liječeni antimikrobnim lijekovima prije bronhoskopske pretrage, S. pneumoniae bio 
je otkriven pomoću kulture kod 2.9 %, a multiplex PCR-om kod njih  
31 %. Ovo istraživanje pokazalo je da bi PCR na uzorcima BAL-a bio korisna dijagnostička 
metoda kod bolesnika prethodno liječenih antimikrobnim lijekovima78. 
 
 
           1.2.2.2. Mycoplasma pneumoniae 
 
           Za dijagnostiku pneumonija uzrokovanih s M. pneumoniae PCR se u dosadašnjim 
istraživanjim pokazao vrlo dobrim, te se danas smatra metodom izbora za direktno 
otkrivanje mikoplazmi u respiratornim uzorcima bolesnika. 
           Do sada su korištene početnice specifične za gen ATPaza operona, zatim za gen 
koji kodira P1 protein, te 16S rRNA. P1 protein glavni je čimbenik virulencije za  
M. pneumoniae, te ima ulogu adhezina. M. pneumoniae detektirana je pomoću PCR-a  u 
različitim vrstama respiratornih uzoraka – obriscima ždrijela, nazofaringealnim aspiratima, 
sputumima, trahealnim aspiratima, BAL-ovima, transtorakalnim aspiratima, bioptatima 
pluća78,79,,80,81. Neka istraživanja pokazala su da je najbolji uzorak za PCR  sputum, dok je 
prema drugima to obrisak ždrijela zbog manje količine prisutnih PCR inhibitora59,60,82,83,84. 
PCR je brža i osjetljjivija metoda od kulture, ali unatoč tome nije uvijek dovoljan za 
dijagnozu respiratorne infekcije uzrokovane s M. pneumoniae85. Naime, nekoliko studija 
pokazalo je slabu korelaciju između pozitivnih PCR rezultata i serološkog odgovora kod 
bolesnika s pneumonijom uzrokovanom s M. pneumoniae86,87,88.  
          Osim single-step PCR, nested PCR, multiplex PCR i real-time PCR metoda 
ispitivane su i metode amplifikacije RNA (RT-PCR, TMA). Danas su već dostupni i 
komercijalni kitovi za PCR dijagnostiku M. pneumoniae (Roche, Basel, Switzerland; 
Minerva Biolabs, Berlin, Germany)46,89. 
 
 
 
 
 
 
 
 
           1.2.2.4. Legionella species 
 
S obzirom da manje od 50 % bolesnika s infekcijom uzrokovanom s Legionella 
spp. ima produktivni kašalj i može dati iskašljaj kao uzorak, istraživanja PCR metoda 
provedena su na različitim vrstama uzoraka. Istraživanja provedena na uzorcima BAL-a 
dala su odlične rezultate, dok su rezultati istraživanja na uzorcima urina i seruma 
varijabilni. Osjetljivost PCR-a  veća je kada se ispitivani uzorci uzmu rano tijekom bolesti i 
kad se kod pojedinog bolesnika testira više vrsta uzoraka110,111,112. Obrisci ždrijela također 
mogu biti dobri uzorci za PCR, ali je njihova primjena evaluirana u samo jednom 
istraživanju u kojem je PCR bio pozitivan kod 5 od ukupno 6 bolesnika s legionelozom113.  
           PCR se može smatrati metodom izbora za legionelozu kod bolesnika koji imaju 
produktivni kašalj i mogu dati uzorak sputuma. Uloga ostalih vrsta uzoraka pri izvođenju 
PCR-a nije jasna. Kao i za druge bakterijske uzročnike izvanbolničkih pneumonija metoda 
još uvijek nije standardizirana. Za Legionella species postoje komercijalni dijagnostički 
kitovi za PCR (Minerva Biolabs; Berlin, Germany)58,59,60.  
 
 
         1.2.2.3. Chlamydophila pneumoniae 
 
                    Za C. pneumoniae do sada je opisano 18 in-house PCR metoda. One nisu 
standardizirane, a rezultati dobiveni u pojedinim laboratorijima međusobno se razlikuju. 
Kao ciljana sekvenca u ovim metodama najčešće je korišten ompA gen koji kodira glavni 
protein vanjske membrane (MOMP), 16S rRNA gen i PstI fragment. Ipak, kod C. 
pneumoniae je u odnosu na druge spomenute bakterijske uzročnike standardizacija PCR 
metoda najviše definirana. Naime, prema preporukama Centra za kontrolu bolesti i 
prevenciju (CDC, Atlanta, SAD) i Laboratorijskog centra za kontrolu bolesti (Ottawa, 
Kanada) četiri konvencionalne PCR metode su izdvojene kao one koje zadovoljavaju 
validacijske kriterije, iako pri njihovom uspoređivanju na uzorcima iz respiratornog sustava 
bolesnika nisu pokazale zadovoljavajuću podudarnost u rezultatima (Tablica 1)48,90,91,92,93. 
Za ove 4 metode osjetljivost i specifičnost određena je u više od 2 vanjska laboratorija na 
kalibriranim arteficijelnim i pravim kliničkim uzorcima,  pri čemu je osjetljivost  <1 IFU 
(inclusion-forming unit), a specifičnost je utvrđena u odnosu na druge vrste klamidija kao i 
niz prokariotskih i eukariotskih DNA. Bilo koju novu PCR metodu potrebno je validirati tako 
da se PCR rezultati ispitivane metode usporede s rezultatima neke od osjetljivih metoda 
kultivacije i s najmanje jednom validiranom PCR metodom koja za ciljanu sekvencu ima 
različiti gen ili različitu sekvencu istog gena.  Real-time PCR također je moguće primjeniti, 
ali skupa oprema ograničavajući je čimbenik za izvođenje ove metode koja se u 
dosadašnjim istraživanjima na manjem broju kliničkih uzoraka iz respiratornog sustava 
pokazala vrlo dobrom, iako niti ona još nije standardizirana94,95,96,97,98. Trenutno postoje i 
dva komercijalna kita namijenjena za istraživačke svrhe (Lcx C. pneumoniae RUO PCR; 
Abbott Laboratories i Chlamylege; Argene Inc.) koji još nisu evaluirani na većem broju 
kliničkih uzoraka99,100. 
 
Tablica 1. Četiri PCR metode za detekciju Chlamydophila pneumoniae koje zadovoljavaju 
validacijske kriterije 
______________________________________________________________________ 
 
PCR metoda    Ciljana sekvenca     Veličina produkta, bp      Metoda detekcije  Godina(referenca)  
_____________________________________________________________________________ 
 
S + R                  PstI fragment                       474                             AGE                  1992 (85) 
S                        16S rRNA gen                      463                             AGE                  1992 (86) 
N + T                  MOMP                        prvi 333; drugi 207               AGE                  1993 (87) 
S+T+HS+M       16S rRNA gen                       195                             AGE                  2000 (88) 
 
*AGE, elektroforeza u agaroza gelu; HS, hot-start PCR; M, multiplex PCR; MOMP, glavni protein vanjske membrane;  
 N, nested PCR; R, digestija restrikcijskim enzimima; S, single-step PCR; T, touchdown PCR 
 Prema Dowell i sur.(48). 
C. pneumoniae je PCR metodama otkrivena u različitim vrstama kliničkih uzoraka 
iz respiratornog sustava, ali i izvan njega. Neki autori, naime, smatraju da  
C. pneumoniae ima ulogu u patogenezi ateroskleroze, tim više što je PCR-om dokazana u 
vaskularnom tkivu, ali i serumu i mononuklearnim leukocitima periferne 
krvi101,102,103,104,105,106. Kod uzoraka iz respiratornog sustava, uzorci sputuma pokazali su se 
boljim od obrisaka ždrijela i nazofarinksa. Ipak, ovi obrisci su vrijedni uzorci u bolesnika 
koji nemaju produktivni kašalj107,108.              
          Do sada su provedena dva istraživanja u kojem je PCR za C. pneumoniae evaluiran 
na uzorcima BAL-a. Prvo istraživanje u kojem je korištena jedna od 4 validirane prije 
spomenute PCR metode, pokazalo je da je PCR visoko specifična i daleko osjetljivija 
metoda od kultivacije na staničnim kulturama78,109. U drugom istraživanju korišten je 
multiplex PCR koji je osim početnica za H. influenzae, M. pneumoniae i S. pneumoniae 
uključivao i početnice specifične za ompA gen C.  
pneumoniae. U tom istraživanju osjetljivost ove metode na uzorcima BAL-a nije mogla biti 
evaluirana zbog niske učestalosti infekcija uzrokovanih s C. pneumoniae u razdoblju 
istraživanja. Činjenica da niti jedan ispitanik iz kontrolne skupine nije bio BAL mPCR 
pozitivan, dok je među bolesnicima s infekcijom donjeg respiratornog sustava bio pozitivan 
samo jedan bolesnik, ukazuje na to da je ova metoda vjerojatno specifična za C. 
pneumoniae. Zbog evaluacije BAL mPCR, istraživanje bi trebalo ponoviti na drugoj 
populaciji bolesnika s višom incidencijom infekcija uzrokovanih s C. pneumoniae78.    
          Vidljivo je iz svega navedenog da su molekularne mikrobiološke metode za 
otkrivanje 4 navedena bakterijska uzročnika izvanbolničkih pneumonija još uvijek 
uglavnom istraživačke, te da još nisu dovoljno standardizirane za rutinsku dijagnostičku 
primjenu, iako već postoje malobrojni komercijalni kitovi kao što su primjerice oni za  
M. pneumoniae i Legionella species.  
 
1.2.2.5. Ostali bakterijski uzročnici 
 
Mogući bakterijski uzročnici pneumonija su i H. influenzae, S. aureus, 
enterobakterije i P. aeruginosa. S obzirom da se  mogu uspješno i dovoljno brzo izolirati 
na uobičajenim hranjivim podlogama, ne ispunjavaju glavne kriterije za primjenu 
molekularnih dijagnostičkih metoda. One su indicirane za detekciju mikroorganizama koji 
se ne mogu uzgojiti in vitro ili su trenutno dostupne metode izolacije slabo osjetljive, za 
detekciju mikroorganizama koji zahtijevaju kompleksne hranjive podloge ili staničnu 
kulturu, te dugo vrijeme inkubacije. Iako se i S. pneumoniae može izolirati na uobičajenim 
hranjivim podlogama, molekularne metode za otkrivanje ovog uzročnika svakako vrijedi 
istraživati. Pneumokok ne samo da je najčešći uzročnik izvanbolničkih pneumonija, nego 
je u literaturi često prisutan stav da su mnoge pneumonije s nerazjašnjenom etiologijom 
zapravo uzrokovane pneumokokom koji nije dokazan konvencionalnim dijagnostičkim 
metodama22.  
 
1.3. EMPIRIJSKO ANTIMIKROBNO LIJEČENJE IZVANBOLNIČKIH 
PNEUMONIJA 
 
Početno antimikrobno liječenje izvanbolničkih pneumonija  je empirijsko. Preporuke 
stručnih društava pri tome se razlikuju, prije svega one europske od američkih. Dok prema 
europskim početno antimikrobno liječenje treba prvenstveno djelovati na pneumokok, 
prema američkim preporukama svakako treba pokriti i atipične uzročnike. Tako prema 
američkim preporukama kod bolesnika s blagom izvanbolničkom pneumonijom koji se 
mogu liječiti ambulantno i nemaju komorbiditetnih čimbenika treba dati makrolide, a prema 
onim europskim amoksicilin ili tetracikline. Dodatni razlog za to je možda i razlika u 
mehanizmima rezistencije na makrolide koji dominiraju na ova dva geografska područja. 
Naime, u Europi dominira MLSB tip koji je povezan s većim stupnjem rezistencije od onog 
koji dominira u Americi, odnosno M tipa9,52,53,54. I u Hrvatskoj postoje preporuke za 
empirijsko liječenje izvanbolničkih pneumonija114,115. Svim preporukama zajedničko je da 
izbor antimikrobnih lijekova koji će se empirijski primijeniti ovisi o težini bolesti, učestalosti 
pojedinih uzročnika i njihovoj rezistenciji na antimikrobne lijekove na određenom području, 
kao i o karakteristikama samog antimikrobnog lijeka. 
 Antimikrobno liječenje izvanbolničkih pneumonija često ostaje emprijskim i  kasnije 
tijekom bolesti. S jedne strane to je posljedica nedostataka postojećih mikrobioloških 
metoda kojima u velikom postotku slučajeva etiologija pneumonije ostaje neutvrđena. S 
druge pak strane, istraživanja su pokazala da unatoč dobivenim nalazima, pa čak i 
pozitivnih hemokultura, kliničari rijetko mijenjaju započetu empirijsku terapiju u  
 
onu ciljanu, užeg spektra djelovanja koja je usmjerena na otkrivenog bakterijskog 
uzročnika24,31. 
  
 
2. OBRAZLOŽENJE TEME 
 
2.1. PRIKAZ PROBLEMA 
 
          Konvencionalnim mikrobiološkim metodama etiologija izvanbolničkih pneumonija 
utvrdi se kod oko 50-75 % bolesnika2-6. Zbog nedostataka ovih metoda sve češće se 
nastoje primijeniti molekularne mikrobiološke metode, prije svega PCR. Ova metoda je 
vrlo pogodna jer može detektirati minimalne količine nukleinskih kiselina svih eventualnih 
uzročnika, ne ovisi o njihovoj vijabilnosti, rezultati su brzo dostupni, a utjecaj prethodno 
primjenjenog antimikrobnog liječenja na njih daleko je manji nego li na kultivaciju. Pojedini 
bakterijski uzročnici razlikuju se međusobno s obzirom na istražene i objavljene metode, 
kao i njihove rezultate što je u uvodu detaljnije objašnjeno. Iako su za neke bakterijske 
uzročnike, kao što su to M. pneumoniae i Legionellla spp., molekularne metode već 
postale dijagnostičkim metodama izbora, još uvijek nema standardiziranih protokola niti 
pouzdanih, temeljito evaluiranih komercijalnih kitova58,59,60. 
           Zbog toga su dosadašnja istraživanja molekularnih metoda u dijagnostici 
izvanbolničkih pneumonija uzrokovanih bakterijama usmjerena prvenstveno na problem 
standardizacije ovih metoda i njihovu validaciju na što većem broju kliničkih uzoraka. Do 
sada provedenim istraživanjima nije utvrđeno kod kojih bolesnika s izvanbolničkom 
pneumonijom bi izvođenje ovih skupih i tehnički zahtjevnih dijagnostičkih metoda bilo  
opravdano u svakodnevnom kliničkom i laboratorijskom radu.  
           Važnost ovog problema postaje jasnija tim više što se u literaturi čak i primjena 
daleko jeftinijih konvencionalnih metoda vrlo često naziva kontroverznom, budući je  
dvojbeno njihovo značenje u etiološkom postavljanju dijagnoze izvanbolničke pneumonije i 
utjecaju na liječenje bolesnika. Stoga novije preporuke stručnih društava definiraju 
bolesnike kod kojih su ove metode radi utvrđivanja etiologije opravdane i treba ih napraviti. 
Svim preporukama zajedničko je da opseg mikrobiološke dijagnostičke obrade kod 
određenog bolesnika ovisi o težini pneumonije. Konkretnije rečeno, rutinsko dijagnostičko 
testiranje radi utvrđivanja etiologije kod ambulantno liječenih bolesnika s izvanbolničkom 
pneumonijom nije obavezno, odnosno proizvoljno je52,53,54. Kao što su na taj način 
definirani bolesnici kod kojih je opravdano raditi konvencionalne mikrobiološke pretrage, 
isto tako bi trebalo definirati i one bolesnike kod kojih treba napraviti molekularne pretrage. 
Za očekivati je da se kod bolesnika s težom pneumonijom bakterijski uzročnik uspješnije 
umnožava, što bi rezultiralo i većim brojem kopija njegove DNA koja bi se onda lakše 
otkrila molekularnim metodama. Na osnovu toga bi ova skupina bolesnika, dakle onih s 
težom pneumonijom, bila zapravo ona kod koje je izvođenje ovih metoda opravdano u 
svakodnevnom radu.  
           Do sada su provedeno samo dva istraživanja u kojima su analizirani rezultati PCR-
a u odnosu na težinu pneumonije prisutne kod bolesnika. U prvom istraživanju su kod 
bolesnika s teškom pneumonijom pomoću PCR-a detektirani patogeni u njih više od 90 %. 
Većina ispitanika bez utvrđenog uzročnika nalazila se u skupini bolesnika s lakšom 
pneumonijom i mlađim bolesnicima. Međutim, navedeno istraživanje ima nekoliko 
nedostataka – prvo, u njemu je primijenjen samo PCR za detekciju virusa i atipičnih 
bakterija, dok nije primjenjen PCR za detekciju pneumokoka što bi bilo neophodno s 
obzirom da se on smatra najčešćim uzročnikom izvanbolničkih pneumonija i drugo, PCR 
je izveden samo na uzorcima sputuma i obriscima ždrijela, a nisu analizirani 
bronhoskopski dobiveni uzorci116.  
U drugom istraživanju većina bolesnika s pozitivnim M. pneumoniae PCR rezultatima 
nalazila se u skupini bolesnika s lakšom pneumonijom (PSI skupina I-II). Iako su 
hemokulture i pneumokokni antigen u urinu bili češće pozitivni kod bolesnika s teškom 
pneumonijom (PSI skupina III-V), niti u ovom istraživanju nije primjenjen PCR za detekciju 
pneumokoka. Bronhoskopski uzorci u ovom istraživanju su analizirani, ali ih je bilo svega 
tri117.  
         Već je u uvodu navedeno da  unatoč dobivenim nalazima, pa čak i onima pozitivnih 
hemokultura, kliničari vrlo rijetko mijenjaju započetu empirijsku terapiju u onu ciljanu, užeg 
spektra djelovanja, koja je usmjerena samo na otkrivenog bakterijskog uzročnika24,31. Zato 
je neophodno znanstveno dokazati da je empirijski primjenjeno antimikrobno liječenje 
adekvatno. Takvo istraživanje u kojem bi se  empirijsko liječenje evaluiralo na temelju 
istodobno provedenih konvencionalnih i molekularnih pretraga do sada nije provedeno.  
 
2.2. HIPOTEZA 
 
          1. Pretpostavka ovog istraživanja jest da skupe i tehnički zahtjevne molekularne 
metode za dijagnostiku bakterijskih uzročnika treba primjenjivati kod bolesnika s težim 
izvanbolničkim pneumonijama, budući se kod njih očekuje veći broj pozitivnih rezultata 
nego li kod bolesnika s lakšim pneumonijama. 
 
          2. Pretpostavka ovog istraživanja jest da se istodobno primjenjenim molekularnim 
dijagnostičkim metodama može znanstveno dokazati da je kod bolesnika s izvanbolničkim 
pneumonijama uzrokovanim bakterijama empirijski primjenjeno antimikrobno liječenje 
adekvatno. 
 
 
 
 
2.3. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 
 
Opći ciljevi ovog istraživanja su:  
1. utvrditi učestalost pojedinih bakterijskih uzročnika i usporediti rezultate    
    konvencionalnih i  molekularnih mikrobioloških metoda i 
2. oblikovati postupnike za primjenu istraživanih metoda u svakodnevnom  
    laboratorijskom radu. 
Specifični ciljevi ovog istraživanja su: 
1. usporediti rezultate konvencionalih i molekularnih mikrobioloških metoda kod  
    bolesnika s različitom težinom pneumonije i utvrditi utječe li težina pneumonije na    
    rezultate molekularnih pretraga i 
2. evaluirati empirijski primjenjeno antimikrobno liječenje u odnosu na rezultate  
    konvencionalnih i molekularnih mikrobioloških pretraga. 
 
3. ISPITANICI I METODE 
 
3.1. ISPITANICI 
 
          U ovo prospektivno istraživanje uključeno je 80 ispitanika starijih od 18 godina koji 
su u razdoblju od 01. veljače 2007. do 31. siječnja 2008. godine ambulantno pregledani ili 
hospitalizirani u Klinici za plućne bolesti "Jordanovac" zbog izvanbolničke pneumonije. 
Ovo istraživanje dio je znanstvenog projekta Ministarstva znanosti, obrazovanja i 
športa "Molekularna detekcija mikroorganizama: utjecaj na uporabu antimikrobnih 
lijekova", čiji je voditelj doc. dr. sc. Vanda Plečko, a u koji sam uključena kao suradnik. 
Istraživanje je odobrilo Etičko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveučilišta u 
Zagrebu i Etičko povjerenstvo Klinike za plućne bolesti "Jordanovac" u Zagrebu. 
           Kriterij za kliničku dijagnozu izvanbolničke pneumonije bio je novonastali infiltrat 
utvrđen radiološkom snimkom prsnog koša kod bolesnika koji unatrag 14 i više dana od 
pojave simptoma nije bio hospitaliziran, niti je boravio u gerijatrijskoj ili sličnoj ustanovi.  
Prisutni simptomi uključivali su barem dvoje od navedenog: vrućica ili hipotermija, 
tresavica, znojenje, novonastali kašalj s ili bez iskašljaja, promjena u boji respiratornog 
sekreta kod bolesnika s kroničnim kašljem, bol u prsištu ili dispneja. Ovi kriteriji navedeni 
su u preporukama Američkog društva za infektivne bolesti, te su korišteni u većini 
objavljenih kliničkih istraživanja o izvanbolničkim pneumonijama1. 
           Kod svih ispitanika zabilježeni su podaci o dobi, spolu, pušenju, konzumiranju 
alkohola, uzimanju antimikrobnih lijekova unatrag 10 dana od hospitalizacije, trajanju 
hospitalizacije te eventualnom primitku u jedinicu intenzivnog liječenja (JIL). Navedeni 
podaci iz anamneze, kliničkog statusa i laboratorijski podaci prikupljani su prema 
priloženom upitniku. U prilogu se nalazi i informirani pristanak bolesnika i suglasnost za 
sudjelovanje u istraživanju.          
 Kod svakog ispitanika na temelju prikupljenih podataka određena je težina 
pneumonije pomoću indeksa PSI (prema engl. Pneumonia severity index, indeks težine 
pneumonije) koji se inače uobičajeno koristi za procjenu težine pneumonije i potrebe za 
hospitalizacijom. Indeks PSI izračunat je na temelju kriterija prikazanih u Tablici 2., te su 
na temelju njega ispitanici raspoređeni u pet skupina (I-V): skupina I – osobe mlađe od 50 
godina bez komorbiditeta i promijenjenih vitalnih znakova; skupina II – 70 bodova;  
skupina III – 71-90 bodova; Skupina IV – 91-130 bodova i skupina V- > 131 boda118,119. 
Kao bolesnici s težom pneumonijom smatrani su oni koji su pripadali u skupinu PSI IV-V. . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Tablica 2. Kriteriji za izračunavanje indeksa PSI  
KRITERIJ 
 
                     BODOVI 
 
DOB 
          muškarci 
          žene 
 
                  broj godina 
                  broj godina - 10  
BORAVAK U  
UMIROVLJENIČKOM DOMU 
 
                        10 
KOMORBIDITET 
          Maligna bolest 
          Bolest jetre 
          Kongestivno zatajenje srca 
          Cerebrovaskularne bolesti 
          Bubrežne bolesti 
  
                        30 
                        20 
                        10 
                        10 
                        10         
VITALNI  ZNACI 
          Mentalna konfuzija 
          Broj respiracija 30/min 
          Sistolički tlak < 90 mmHg 
          Temperatura <35 ili ≥400 C 
          Tahikardija >125 otkucaja/min 
 
                        20 
                        20 
                        20 
                        15 
                        10 
LABORATORIJSKI NALAZI 
          Urea ≥ 11mmol/L 
          Natrij < 130 mmol/L 
          Glukoza ≥ 14 mmol /L 
          Hematokrit < 30 % 
 
                        20 
                        20 
                        10 
                        10 
RADIOLOŠKI NALAZ 
          Pleuralni izljev 
 
                        10 
PARAMETRI OKSIGENACIJE 
          Arterijski pH < 7.35 
          PaO2 < 60 mmHg 
          SaO2 < 90 % 
 
                        30 
                        10 
                        10 
                     Prema Fine i sur. (118) 
 
U istraživanju su na uzorcima dobivenim od ispitanika napravljene konvencionalne i 
molekularne mikrobiološke pretrage za najčešće bakterijske  uzročnike: S. pneumoniae, 
M. pneumoniae, C. pneumoniae i Legionella spp., te su dobiveni rezultati uspoređeni. Za 
H. influenzae, S. aureus, enterobakterije, P. aeruginosa i anaerobe korištene su samo 
konvencionalne metode. Na osnovu epidemioloških podataka iz anamneze kliničari niti u 
jednog bolesnika nisu indicirali mikrobiološku dijagnostiku za C. psittaci i C. burnetti, a s 
obzirom da se radi o rijetkim uzročnicima izvanbolničkih pneumonija, ona u ovom 
istraživanju nije rutinski napravljena. Konvencionalne mikrobiološke pretrage, osim 
seroloških, napravljene su u Mikrobiološkom laboratoriju Klinike za plućne bolesti 
"Jordanovac", a serološke i molekularne u Kliničkom zavodu za kliničku i molekularnu 
mikrobiologiju Kliničkog bolničkog centra Zagreb. 
           Prethodno određene skupine ispitanika s različitom težinom pneumonije 
uspoređene su s obzirom na dobivene rezultate konvencionalnih i molekularnih 
mikrobioloških pretraga da bi se utvrdilo postoji li povezanost između težine pneumonije i 
dobivenih rezultata, posebno onih dobivenih molekularnim pretragama, odnosno utječe li 
težina pneumonije na rezultate molekularnih pretraga.  
          Kod ispitanika kod kojih su istodobno napravljenim konvencionalnim i molekularnim 
pretragama otkriveni bakterijski uzročnici izvanbolničkih pneumonija, evaluirano je početno 
empirijsko antimikrobno liječenje. Empirijsko liječenje smatrano je adekvatnim ako je 
dokazani bakterijski uzročnik bio osjetljiv na barem jedan od primjenjenih antimikrobnih 
lijekova. Ako bakterijski uzročnik nije izoliran u kulturi, te mu zato nije ispitana osjetljivost, 
korišteni su podaci o praćenju rezistencije bakterija Mikrobiološkog laboratorija Klinike za 
plućne bolesti "Jordanovac" tijekom 2006. godine, te je na neki antimikrobni lijek smatran 
osjetljivim onaj bakterijski uzročnik za koji postotak rezistentnih sojeva ne prelazi 20 %,  
što je gornja granica koja još uvijek dozvoljava empirijsku primjenu tog antimikrobnog 
lijeka u liječenju ispitivanog bakterijskog uzročnika. S obzirom da za M. pneumoniae, C. 
pneumoniae i Legionella spp. ispitivanje osjetljivosti nije standardizirano, korišteni su 
podaci o osjetljivosti ovih bakterijskih uzročnika navedeni u literaturi.  
 
3.2. ISTRAŽIVAČKE METODE 
 
          3.2.1. Uzorci 
 
           Kod svih ispitanika uzeti su uzorci koji su klinički indicirani u dijagnostici 
pneumonija, a uključivali su: sputum ako bolesnik može iskašljati, krv za hemokulturu ako 
je tako indicirao liječnik kliničar koji prati bolesnika, 8-10 ml krvi za serološke pretrage i 
uzorak urina za otkrivanje bakterijskih antigena.  
           Za molekularne pretrage uzet je dodatni uzorak sputuma, obrisak ždrijela, te 
uzorak seruma koji nije uziman posebno, već je dobiven istodobno s onim za serološke 
pretrage. Svi dodatni uzorci uzeti su nakon informiranja bolesnika, u skladu s naobrazbom, 
te potvrđivanjem razumijevanja potpisivanjem izjave o informiranom pristanku. 
Kod bolesnika kod kojih je liječnik kliničar koji prati bolesnika indicirao 
bronhoskopsku pretragu, a nakon uobičajene mikrobiološke obrade je preostao dio 
bronhoskopski dobivenog uzorka (BAL), neiskorišteni dio tog uzorka uzet je za 
molekularne pretrage. Svi uzorci, osim bronhoskopskih, uzeti su unutar 24 sata od 
pregleda odnosno primitka bolesnika. Bronhoskopski uzorci uzeti su kada je to indicirao 
liječnik kliničar koji prati bolesnika. Serum konvalescentne faze uzet je najmanje nakon 14 
dana nakon pregleda odnosno primitka bolesnika ako je bolesnik bio dostupan praćenju.  
 S obzirom da su testovi za otkrivanje antigena u urinu, serološke i molekularne 
pretrage napravljene tek nakon što su prikupljeni svi uzorci, uzorci na kojima su izvedene 
navedene pretrage pohranjeni su na adekvatan način. Uzorci urina za otkrivanje antigena i 
serumi za serološke pretrage pohranjeni su na -200 C, a svi uzorci za molekularne 
pretrage u tekućem dušiku. 
 
           3.2.2. Konvencionalne mikrobiološke metode 
 
 S obzirom da niti za jednog od navedenih bakterijskih uzročnika trenutno ne postoji 
dijagnostički "zlatni standard" visoke osjetljivosti i specifičnosti , konvencionalna 
mikrobiološka dijagnostika provedena je na temelju podataka u znanstvenoj literaturi i 
prema preporukama stručnih društava8,46,48,51,52,53,54. Konvencionalne mikrobiološke 
metode uključivale su sljedeće: 
a) za S. pneumoniae preparat po Gramu i kultura uzoraka sputuma (i BAL-a ako je to    
     indicirao liječnik kliničar koji prati bolesnika), otkrivanje pnemokoknog antigena u  
     urinu kod svih bolesnika kod kojih je moguće dobiti uzorak, hemokulture ako ih je   
     indicirao liječnik kliničar, 
b) za M. pneumoniae, C. pneumoniae i Legionella pneumophila serogrupa 1-7    
     određivanje protutijela u serumu bolesnika ELISA metodom i 
c) za Legionella pneumophila serogrupa 1 otkrivanje antigena u urinu.  
Za razliku od  testa pneumokoknog antigena koji je napravljen kod svakog 
bolesnika kod kojeg je bilo moguće dobiti uzorak urina, otkrivanje antigena L. pneumophila 
serogrupa 1 napravljeno je isključivo kod bolesnika s težom pneumonijom (skupina PSI III-
V), te kod slučajeva kod kojih je pretragu indicirao liječnik kliničar koji prati bolesnika. 
Navedeno je napravljeno iz razloga što pneumonije uzrokovane s L. pneumophila općenito 
nisu česte, ali je L. pneumophila uz S. pneumoniae u dosadašnjim istraživanjima utvrđena 
kao najčešći uzročnik kod bolesnika s teškom pneumonijom. Test za pneumokokni antigen 
napravljen je kod svih bolesnika s obzirom da se S. pneumoniae istovremeno smatra i 
najčešćim uzročnikom izvanbolničkih pneumonija uopće120,121,122. 
 Rutinska bakteriološka obrada uzoraka sputuma, te hemokulture korištene su i za 
dijagnostiku H. influenzae, S. aureus i K. pneumoniae. 
 Preparat po Gramu i kultura sputuma/BAL-a. Adekvatnost uzoraka sputuma  
određena je pregledom pod malim mikroskopskim povećanjem (100x) uzorka obojenog 
metilenskim modrilom. Samo oni uzorci u kojima je bilo prisutno > 25 neutrofilnih leukocita 
i < 10 epitelnih stanica po vidnom polju evaluirani su na prisutnost predominantnog 
morfotipa bakterija u preparatu po Gramu (na velikom povećanju od 1000x) i u kulturi. 
Preparat po Gramu i kultivacija sputuma napravljeni su uobičajenim standardiziranim 
mikrobiološkim postupcima123. 
 Hemokulture. Hemokulture su obrađivane automatski uobičajenim 
standardiziranim mikrobiološkim postupkom  u aparatu BacT/ALERT 3D (bioMérieux, 
Marcy l'Etoile, France)123. 
Otkrivanje antigena u urinu. Otkrivanje pneumokoknog antigena u urinu 
napravljeno je pomoću komercijalnog kita (NOW S. pneumoniae test; Binax Inc., 
Scarborough, Maine, US). To je brzi imunokromatografski test za detekciju pneumokoknog 
antigena u urinu kod bolesnika s pneumonijom, te u cerebrospinalnom likvoru kod 
bolesnika s meningitisom. Pod pneumokoknim antigenom u testu zapravo se  smatra C-
polisaharid koji se nalazi u staničnom zidu pneumokoka. Princip testa temelji se na anti-S. 
pneumoniae protutijelima koja su adsorbirana na nitroceluloznu membranu u obliku crte 
(engl. Sample Line), a konjugirana su s česticama koje omogućuju vidljivost crte u slučaju 
pozitivne reakcije, odnosno prisutnosti antigena u urinu koji će s protutijelima stvoriti 
kompleks. Na istu membranu adsorbirana su i kontrolna protutijela koja omogućuju 
nastanak druge, kontrolne crte (engl. Control Line). Test se izvodi tako da se bris uroni u 
uzorak urina, a potom stavi u jažicu u testu, doda se pufer koji se nalazi u pakiranju testa, 
te se poklopac testa zatvori. Test se očitava nakon 15 minuta na temelju prisutnosti ili 
odsutnosti dviju crta ružičasto-ljubičaste boje. U slučaju pozitivnog testa vidljive su obje 
crte, a kod negativnog samo ona kontrolna (Slika 4). U slučaju da kontrolna crta 
nedostaje, test je nevaljan i treba ga ponoviti34,36,37,38. Rezultati testa očitavani su nakon 15 
minuta (kako je navedeno u uputi proizvođača), te ponovo nakon 60 minuta od početka 
testa. Naime, u jednom istraživanju navodi se da očitavanje nakon 60 minuta povećava 
osjetljivost testa, a ne utječe na specifičnost (100 %) što je potvrđeno na 50 slučajeva 
pneumonija ne-pneumokokne etiologije18.  
 
Slika 4. Postupak izvođenja testa za otkrivanje antigena u urinu 
 
                      
                
               Prema: NOW Streptococcus pneumoniae test; Binax Inc, Scarborough, Maine, US 
 Ovakav brzi imunokromatografski test korišten je i za otkrivanje antigena  
L.  pneumophila serogrupa 1 u urinu (NOW Legionella Urinary Antigen Test; Binax Inc., 
Scarborough, Maine, US). Test je očitavan samo nakon 15 minuta kako je i navedeno u 
uputi proizvođača. 
Serološke pretrage. Za M. pneumoniae, C. pneumoniae i L.pneumophila 
serogrupa 1-7 napravljene su serološke pretrage pri čemu su protutijela u serumu 
bolesnika određivana pomoću ELISA metode. Korišteni su komercijalni kitovi, a sve 
pretrage napravljene su na aparatu BEP® 2000 (Dade Behring Marburg GmbH; Marburg,  
 
Germany) koji automatski i očitava rezultate testa na temelju optičke gustoće odnosno 
apsorbancije koristeći odgovarajući software.  
Za M. pneumoniae određivana su IgA protutijela (SERION ELISA classic 
Mycoplasma pneumoniae IgG/IgM/IgA; Institut Virion/Serion GmbH, Würzburg, Germany). 
Za otkrivanje akutne infekcije odabrano je određivanje IgA protutijela jer su ispitanici 
odrasle osobe kod kojih ove infekcije mogu biti posljedica reinfekcije, a u tom slučaju 
porast IgM protutijela može izostati. Kao i IgM, i IgA protutijela nastaju rano u tijeku bolesti. 
Test je kvalitativan i kvanitativan. Kvalitativni rezultat izražen je kao pozitivan, graničan ili 
slabo pozitivan (prema engl. borderline) i negativan. Kvantitativni rezultat izražen je u 
U/mL, pri čemu je >14 U/mL pozitivan, 10-14 U/mL graničan ili slabo pozitivan, a  <10 
U/mL negativan rezultat. Uzorke seruma kod kojih je dobiven slabo pozitivan ili granični 
rezultat trebalo bi ispitati ponovno, i to istodobno s novim uzorkom seruma uzetim 1 – 2 
tjedna kasnije. 
Za C. pneumoniae određivana su IgM i IgG protutijela (NovagnostTM Chlamydia 
pneumoniae IgM, NovagnostTM Chlamydia pneumoniae IgG; Dade Behring Marburg 
GmbH, Marburg, Germany). Iako su i kod C. pneumoniae moguće reinfekcije s 
izostankom stvaranja IgM protutijela, nije određivana prisutnost IgA protutijela. Naime, 
prema literaturi titar ovih protutijela može biti povišen kod kronične infekcije koju ova 
bakterija također može uzrokovati46. Test je kvalitativan i kvantitativan. Kvalitativni rezultat 
izražen je kao pozitivan, graničan ili slabo pozitivan i negativan. Kvantitativni rezultat 
izražen je u U, pri čemu je > 11.5 U pozitivan, 8.5-11.5 U graničan ili slabo pozitivan, a < 
8.5 U negativan rezultat. Uzorke seruma kod kojih je dobiven slabo pozitivan ili graničan 
rezultat ne bi trebalo proglasiti niti pozitivnim niti negativnim. Takve uzorke seruma trebalo 
bi ispitati ponovno, i to istodobno s novim uzorkom seruma uzetim 2-4 tjedna kasnije. Ako 
je rezultat ponovno graničan ili slabo pozitivan, treba ga smatrati negativnim. 
Za L. pneumophila serogrupa 1-7 određivana su IgM i IgG protutijela, (SERION 
ELISA classic Legionella pneumophila 1-7 IgG/IgM; Institut Virion/Serion GmbH, 
Würzburg, Germany). Test je kvalitativan i kvantitativan. Kvalitativni rezultat izražen je kao 
pozitivan, graničan ili slabo pozitivan i negativan. Kvantitativni rezultat izražen je u U/mL, 
pri čemu je > 70 U/mL pozitivan, 50-70 U/mL graničan ili slabo pozitivan, a < 50 U/mL 
negativan rezultat. Uzorke seruma kod kojih je dobiven slabo pozitivan ili granični rezultat 
trebalo bi ispitati ponovno, i to istodobno s novim uzorkom seruma uzetim 1 – 2 tjedna 
kasnije.  
 
 3.2.3. Molekularne mikrobiološke metode 
 
Od molekularnih metoda u istraživanju je za S. pneumoniae, M. pnemoniae i 
Legionella species korišten konvencionalni PCR, a za C. pneumoniae real-time PCR. 
 
3.2.3.1. Obrada kliničkih uzoraka za molekularne pretrage 
 
Uzorci sputuma i bronhoskopski dobiveni uzorci su zbog svoje viskoznosti 
obrađeni mukolitičkim agensom dodavanjem jednakog volumena 6 % N-acetil-L-cisteina, 
potom su vorteksirani 30 sekundi ili duže dok uzorak ne postane tekuć i homogen, a 
potom inkubirani 15 minuta na sobnoj temperaturi uz stalno miješanje. Uzorci su zatim 
centrifugirani  na 3000g/15 minuta. Supernatant je odbačen, a sediment je resuspendiran 
s 1.5 mL tris-EDTA pufera (10 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8.0) . Nakon kratkog 
vorteksiranja tako obrađeni uzorci podjeljeni su u alikvote od 0.5 mL kako bi se izbjeglo 
višestruko odmrzavanje i zamrzavanje, te su pohranjeni u tekućem dušiku.  
           
Obrisci ždrijela uzeti su pomoću brisa s plastičnom drškom koji je potom stavljen u 
epruvetu s 1.5 mL tris-EDTA pufera. Epruveta s brisom vorteksirana je 1 minutu, bris 
ocijeđen o stijenku epruvete i potom odbačen.  Tako dobiveni tekući uzorci podijeljeni su u 
alikvote od 0.5 mL kako bi se izbjeglo višestruko odmrzavanje i zamrzavanje, te su 
pohranjeni u tekućem dušiku.  
          Uzorci seruma za molekularne pretrage u količini od 200 µL dobiveni su 
oduzimanjem od ukupne količine seruma uzetog za serološke pretrage i pohranjeni su u 
tekućem dušiku. 
 
3.2.3.2. Izolacija DNA  
 
Za izolaciju DNA korišten je High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche 
Diagnostics, Mannheim, Germany). Prema uputi proizvođača izolacija je napravljena na 
200 µL uzorka. Za uzorke seruma korišten je protokol za izolaciju nukleinskih kiselina iz 
krvi, a za uzorke sputuma, obriske ždrijela i bronhoskopski dobivene uzorke protokol za 
izolaciju nukleinskih kiselina iz tkiva prema  uputi proizvođača. Za S. pneumoniae,  
M. pneumoniae i Legionella species izolirana DNA na kraju postupka razrijeđena je s 200 
µL pufera za razrjeđivanje. Za C. pneumoniae planirano je izvođenje real-time  
PCR-a u kojem je volumen uzorka izolirane DNA koji se dodaje u reakcijsku smjesu manji. 
Zbog toga je pri izolaciji DNA za C. pneumoniae konačan volumen DNA pripravka s 
puferom za razrjeđivanje iznosio 50 µL. Cilj ovog manjeg konačnog volumena, kako je i 
navedeno u uputi proizvođača, bio je povećati koncentraciju DNA u maloj količini pripravka 
izolirane DNA koji se dodaje u reakcijsku smjesu kod real-time PCR-a. Svi pripravci 
izolirane DNA pohranjeni su do izvođenja PCR metoda na -20o C. 
 Pneumokokna DNA korištena kao pozitivna kontrola kod PCR-a za S. pneumoniae 
izolirana je iz bakterijske suspenzije pripremljene iz kulture pneumokoka stare 24 sata. Tri 
soja pneumokoka dobivena su iz rutinskog rada Mikrobiološkog laboratorija Klinike za 
plućne bolesti "Jordanovac" i identificirani su standardnim laboratorijskim metodama123. Iz 
kulture pneumokoka napravljena je suspenzija u sterilnoj fiziološkoj otopini gustoće 4 
McFarlanda koja odgovara približno 1.2 x109 CFU/ml. Za izolaciju DNA iz ovako 
pripremljene bakterijske suspenzije također je korišten High Pure PCR Template 
Preparation Kit prema protokolu za bakterije koji uključuje i obradu lizozimom (10 mg/ml u 
10 mM Tris-HCl, pH 8.0).  
 Za M. pneumoniae, Legionella species i C. pneumoniae nije bilo potrebno izolirati 
DNA iz bakterijskih sojeva koja bi bila korištena kao pozitivna kontrola jer su za PCR kod  
ovih bakterijskih uzročnika korišteni komercijalni kitovi koji između ostalog uključuju i 
pozitivnu kontrolu.  
 
3.2.3.3. PCR metoda za S. pneumoniae 
 
Za S. pneumoniae korišten je konvencionalni PCR. Ciljana sekvenca bio je 
fragment gena za pneumolizin. Produkt PCR reakcije veličine je 355 parova baza (bp). 
Korišten je par početnica TIB 1 (5'-GTGATATTTCTGTAACAGCTACC-3') i TIB 2 (5'-
GAGAATTCCCTGTCTTTTCAAAG-3') (TIB MOLBIOL; Berlin, Germany).  Izbor početnica 
i njihova koncentracija, kao i sam PCR  i detekcija produkata izvedeni su kako su opisali 
Dagan i suradnici64. DNA polimeraza, nukleotidi i MgCl2 korišteni su iz PCR Master kit 
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).  
 
 
 
 
 Reakcijska smjesa napravljena je na sljedeći način: 
 
Reagencija 
 
 Volumen  
 
PCR master mix  
 
    25.0 µL 
 
PCR voda  
 
    11.0 µL 
 
TIB 1 
 
      2.0 µL 
 
TIB 2 
 
      2.0 µL 
 
Uzorak 
 
    10.0 µL 
 
Ukupni volumen 
 
    50.0 µL 
 
PCR reakcija izvedena je na aparatu Gene Amp PCR System 2400 (Applied 
Biosystems; Foster City, USA). Amplifikacija se sastojala od 30 ciklusa programiranih na 
sljedeći način: 
           
Temperatura 
 
Vrijeme trajanja 
 
Denaturacija 
 
    940 C 
 
      1 min 
 
Vezanje početnica 
 
    600 C 
 
      1 min 
 
Elongacija 
 
    720 C 
 
      1 min 
 
Produkti PCR reakcije analizirani su elektroforezom u 2 % agaroza gelu. Osam µl 
dobivenog PCR produkta i 1 µl boje (gel loading buffer) aplicirano je na agaroza gel koji je 
po završetku elektroforeze (60 mA, 60 min) obojen etidij-bromidom, te fotografiran pod 
ultravioletnim svjetlom. Za određivanje veličine PCR produkata korišten je DNA Molecular 
Weight Marker XIV (100-1500bp) (Roche Diagnostics; Mannheim, Germany). 
PCR metoda za S. pneumoniae izvedena je prvo na uzorcima DNA izolirane iz  
ranije spomenutih sojeva pneumokoka. Nakon što su njihovom amplifikacijom dobiveni 
produkti očekivane veličine od 355 bp, metoda je izvedena na uzorcima seruma i BAL-a. 
Kao pozitivna kontrola korištena je pneumokokna DNA izolirana iz bakterijske 
suspenzije, dok je kao negativna kontrola korištena sterilna destilirana voda. S obzirom da 
prema literaturi serum i uzorci iz respiratornog sustava pripadaju u kliničke uzorke u 
kojima je moguća prisutnost inhibitora PCR reakcije, napravljeni su i postupci koji mogu 
umanjiti utjecaj inhibitora na PCR reakciju, kao i postupci kojima se eventualna prisutnost 
takvih inhibitora može otkriti. Da bi se smanjio utjecaj eventualno prisutnih inhibitora, PCR 
reakcija ponovljena je sa svim uzorcima seruma nakon njihovog razrjeđivanja u 
razrjeđenju 1:8 pooliranjem kako je to navedeno u literaturi. Prisutnost inhibitora PCR 
reakcije u PCR-negativnim uzorcima utvrđivana je ponavljanjem reakcije nakon što su u 
uzorke prije amplifikacije dodana 2 µl pneumokokne DNA (spiking). Ovaj postupak 
napravljen je s uzorcima seruma kod 16 bolesnika koji su imali pozitivan nalaz 
pneumokoknog antigena u urinu, kao i s uzorcima BAL-a. 124,125. 
 
3.2.3.4. PCR metoda za M. pneumoniae 
 
PCR metoda napravljena je pomoću dijagnostičkog kita Venor®Mp (Minerva 
Biolabs, Berlin, Germany) za konvencionalni PCR za M. pneumoniae. Sve potrebne 
reagencije, osim DNA polimeraze, nalaze se u kitu. Korištena je hot-start MB Taq DNA 
Polymerase (Minerva Biolabs, Berlin, Njemačka). Ciljana sekvenca je fragment regije P1 
operona. Produkt PCR reakcije veličine je 207 bp.  
Pozitivna kontrola koju čine fragmenti genoma M. pneumoniae sadržana je u 
samom kitu. Da bi se isključila eventualna inhibicija PCR reakcije kod PCR-negativnih 
uzoraka, u kitu je sadržana i interna kontrola (plazmidna DNA) koja se dodaje u svaku 
reakciju, te daje produkt veličine 263 bp. 
PCR metoda i detekcija produkata izvedena je kako je to navedeno u uputi 
proizvođača.  
 
 
 
 
 
Reakcijska smjesa napravljena je na sljedeći način: 
 
Reagencija 
 
 Volumen  
 
PCR voda  
 
     7.3 µL 
 
Pufer  
 
     2.5 µL 
 
Početnice i nukleotidi  
 
      5.0 µL 
 
Interna kontrola 
 
      5.0 µL 
 
Taq polimeraza 
 
      0.2 µL 
 
Uzorak 
 
      5.0 µL 
 
Ukupni volumen 
 
    25.0 µL 
 
PCR reakcija izvedena je na aparatu Gene Amp PCR System 2400 (Applied 
Biosystems; Foster City, USA). Amplifikacija se sastojala od 35 ciklusa programiranih na 
sljedeći način:: 
           
Temperatura 
 
Vrijeme trajanja 
 
Denaturacija 
 
    940 C 
 
      30 sek 
 
Vezanje početnica 
 
    650 C 
 
      30 sek  
 
Elongacija 
 
    720 C 
 
      30 sek  
 
Produkti PCR reakcije analizirani su elektroforezom u 1.5 % agaroza gelu. Osam µl 
dobivenog PCR produkta i 1 µl boje (gel loading buffer) aplicirano je na agaroza gel koji je 
po završetku elektroforeze (100 mA, 90 min) obojen etidij-bromidom, te fotografiran pod 
ultravioletnim svjetlom. Za određivanje veličine PCR produkata korišten je DNA Molecular 
Weight Marker XIV (100-1500 bp) (Roche Diagnostics; Mannheim, Germany). 
PCR metoda za M. pneumoniae izvedena je na uzorcima sputuma i BAL-a.  
 
 
 
 
 
3.2.3.5. PCR metoda za Legionella species 
 
PCR metoda napravljena je pomoću dijagnostičkog kita Onar®Ls (Minerva Biolabs, 
Berlin, Germany) za konvencionalni PCR za Legionella species. Sve potrebne reagencije, 
osim DNA polimeraze, nalaze se u kitu. Korištena je hot-start MB Taq DNA Polymerase 
(Minerva Biolabs, Berlin, Njemačka). Ciljana sekvenca je fragment 16S rRNA područja. 
Produkt PCR reakcije veličine je 245 bp. Ovo područje genoma je vrlo dobro očuvano 
unutar vrste Legionella i omogućuje detekciju L. pneumophila serogrupa 1-15, L. 
longbeachae, L. dumoffi, L. bozemanii i L. gormanii.  
Pozitivna kontrola koju čine fragmenti genoma L. pneumophila sadržana je u 
samom kitu. Da bi se isključila eventualna inhibicija PCR reakcije kod PCR-negativnih 
uzoraka, u kitu je sadržana i interna kontrola (plazmidna DNA) koja se dodaje u svaku 
reakciju, te daje produkt veličine 150 bp. 
PCR metoda i detekcija produkata izvedena je kako je to navedeno u uputi 
proizvođača.  
Reakcijska smjesa napravljena je na sljedeći način: 
 
Reagencija 
 
 Volumen  
 
PCR voda (PCR Master kit; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 
 
   12.3 µL 
 
Pufer  
 
     2.5 µL 
 
Početnice i nukleotidi  
 
     2.5 µL 
 
Interna kontrola 
 
     2.5 µL 
 
Taq polimeraza 
 
      0.2 µL 
 
Uzorak 
 
      5.0 µL  
 
Ukupni volumen 
 
    25.0 µL 
 
 
 
 
PCR reakcija izvedena je na aparatu Gene Amp PCR System 2400 (Applied 
Biosystems; Foster City, USA). Amplifikacija se sastojala od 35 ciklusa programiranih na 
sljedeći način:: 
           
Temperatura 
 
Vrijeme trajanja 
 
Denaturacija 
 
    940 C 
 
      30 sek 
 
Vezanje početnica 
 
    550 C 
 
      30 sek  
 
Elongacija 
 
    720 C 
 
      30 sek  
 
Produkti PCR reakcije analizirani su elektroforezom u 1.5 % agaroza gelu. Osam µl 
dobivenog PCR produkta i 1 µl boje (gel loading buffer) aplicirano je na agaroza gel koji je 
po završetku elektroforeze (100 mA, 90 min) obojen etidij-bromidom, te fotografiran pod 
ultravioletnim svjetlom. Za određivanje veličine PCR produkata korišten je DNA Molecular 
Weight Marker XIV (100-1500 bp) (Roche Diagnostics; Mannheim, Germany). 
PCR metoda za Legionella species izvedena je na uzorcima sputuma i BAL-a.  
 
3.2.3.6. PCR metoda za Chlamydohila pneumoniae 
 
 Za C. pneumoniae korišten je real-time PCR. Ciljana sekvenca je fragment 
veličine 140 bp C. pneumoniae genoma. Fragment je amplificiran pomoću specifičnih 
početnica i detektiran probama obilježenim s LightCycler® Red 640.  
Internu kontrolu činio je dodatni PCR produkt veličine 278 bp. Detektiran je 
probama obilježenim s bojom LC705. 
  Kao pozitivna kontrola, a istovremeno i kao standard za kvantifikaciju korištena je 
ciljana DNA u obliku 6 različitih koncentracija od 101 do 106 ciljanih molekula/reakciji. Sve 
navedene reagencije nalaze se u kitu LightMix® for the detection of Chlamydia 
pneumoniae (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany).  
Navedeni kit sadržavao je potrebne početnice, probe, internu kontrolu i standarde 
za pozitivnu kontrolu i kvantifikaciju. Za ostale potrebne reagencije (DNA polimeraza, 
nukleotidi i Mg2+) korišten je LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche 
Diagnostics, Mannheim, Germany).  
Metoda je napravljena kako je to navedeno u uputi proizvođača. 
 Reakcijska smjesa napravljena je na sljedeći način:  
 
Reagencija 
 
 Volumen  
 
PCR voda  
 
     1.8 µL 
 
MgCl2 otopina 25 mM  
 
     3.2 µL 
 
Specifične početnice i probe  
 
     4.0 µL 
 
Interna kontrola 
 
     4.0 µL 
 
FastStart mix  
 
      4.0 µL 
 
Uzorak i standard 
 
      5.0 µL 
 
Ukupni volumen 
 
    20.0 µL 
 
 
Metoda je izvedena na aparatu LightCycler® 2.0 Instrument (Roche Diagnostics, 
Mannheim, Germany). Protokol se sastojao od 4 koraka: 
1. denaturacija – denaturacija DNA u uzorcima i aktivacija enzima, 
2. amplifikacija ciljne DNA, 
3. melting – analiza melting krivulje za identifikaciju PCR produkata i 
4. hlađenje aparata. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Programiranje je napravljeno na sljedeći način: 
  Denaturation                  Cycling                        Melting Cooling 
Analysis Mode       None           Quantification mode             Melting Curves mode   None 
Cycles         1                      55                            1       1 
Segment         1       1      2       3       1       2       3       1 
Target [C0]       95     95    62     72     95     40     85     40 
Hold [hh:mm:ss]   00:10:00 00:00:05 00:00:05 00:00:05 00:00:20 00:00:20 00:00:00 00:00:30 
Ramp Rate [C0]       20     20    10     20     30     30     0.2      20 
Acquisition Mode     None   None  Single   None None None Continu.    None 
Prema LightMix® for the detection of Chlamydia pneumoniae (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 
 
Analiza rezultata napravljena je pomoću LightCycler Software Version 4.05. 
Identifikacija PCR produkata za uzorke i standarde napravljena je pomoću melting krivulje 
s Tm od 67.00 C na kanalu 640. Interna kontrola detektirana je na kanalu 705 s Tm od 67-
690 C. 
Metoda je izvedena na uzorcima sputuma i BAL-a. 
 Tijekom izvođenja molekularnih metoda obavezno je bilo pridržavanje općih mjera 
opreza kako bi se spriječila kontaminacija (korištenje odvojenih prostora za izolaciju DNA, 
pripremu reagensa i postamplifikacijske postupke, upotreba nastavaka za pipete s 
filterom, redovito čišćenje radnih površina i UV zračenje). 
 
                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 3.3. STATISTIČKA ANALIZA PODATAKA 
U statističkoj analizi podataka korišteni su parametri deskriptivne statistike, a 
razlike među skupinama ispitane su pomoću Pearsonovog hi-kvadrat testa i Fisherovog 
egzaktnog testa. Statistički značajnim smatrane su vrijednosti od p<0.05.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
INFORMIRANI PRISTANAK BOLESNIKA 
Naziv istraživanja: Značenje molekularnih metoda u dijagnostici izvanbolničkih 
pneumonija uzrokovanih bakterijama 
 
Poštovana/poštovani, 
          pozivamo Vas da sudjelujete u znanstvenom istraživanju u kojem će se istražiti 
nove dijagnostičke metode i njihovo značenje u dijagnostici izvanbolničkih pneumonija. 
Molimo Vas da pažljivo pročitate ovu obavijest jer su u njoj sadržani podaci koji će Vam 
pomoći da odlučite želite li sudjelovati u ovom znanstvenom istraživanju, te zašto i kako se 
ono provodi. U slučaju da neke dijelove sadržaja ne razumijete, molimo Vas da se s 
pitanjima obratite liječniku koji vodi ovo znanstveno istraživanje. 
          Pneumonija (upala pluća) uzrokovana bakterijama liječi se antimikrobnim lijekovima 
(antibioticima). S obzirom da pneumonije može uzrokovati niz različitih bakterija, 
neophodno je utvrditi o kojoj se bakteriji radi da bi se mogao primijeniti odgovarajući 
antibiotik i tako uspješno liječiti bolesnik. Za sada se bakterijski uzročnici mogu utvrditi na 
dva načina: uzgojem bakterijskih uzročnika iz uzoraka iskašljaja i krvi ili pak otkrivanjem 
bakterijskih proteina u urinu ili protutijela u serumu (dio krvi koji se dobiva postupkom 
identičnim vađenju krvi). Ovi navedeni postupci nemaju zadovoljavajuće rezultate jer se 
njima uzročnik otkrije u svega  
50-75 % bolesnika s pneumonijom, a bez poznatog uzročnika nema niti adekvatnog i 
ciljanog liječenja antimikrobnim lijekovima. 
          Danas se u kliničkim bolnicama u svijetu svakodnevno primjenjuju i nove, 
molekularne metode pomoću kojih se mogu detektirati nukleinske kiseline (DNA, RNA) 
bakterijskih uzročnika u istim uzorcima koji se i inače uzimaju i gore su spomenuti, ali su 
ove metode brže i osjetljivije. 
 
Cilj istraživanja 
          Ovim bismo istraživanjem dokazali da se novim, molekularnim metodama bakterijski 
uzročnici mogu otkriti u većeg broja bolesnika s pneumonijom nego li dosadašnjim 
dijagnostičkim metodama. Na taj način bi se poboljšalo i liječenje pneumonija, jer bi se i u 
onih bolesnika u kojih danas ne možemo otkriti uzročnika mogli primijeniti odgovarajući 
antimikrobni lijekovi. Zato je potrebno na uzorcima istodobno napraviti uobičajene pretrage 
kao do sada, ali i one nove, molekularne. Obje vrste pretraga radit će se na uzorcima koji 
se i inače uzimaju za dijagnostiku pneumonija, samo što ih je potrebno uzeti količinski više 
kako bi se mogle ispitati i molekularne metode. 
 
 
 
Vaša uloga u ovom znanstvenom istraživanju 
Ako se složite sa sudjelovanjem u istraživanju, bit će vam uzeti sljedeći uzorci: 
a) iskašljaj ako možete iskašljati; potrebna su dva uzorka – jedan za uobičajene, a 
drugi za molekularne pretrage; 
b) krv ako je Vaš liječnik odlučio da je potrebno mikrobiološki ispitati uzorke krvi; 
c) serum – dobiva se tako da se izvadi krv, a onda se iz nje izdvoji serum koji je 
zapravo dio krvi; za uzorak seruma potrebno je izvaditi 8-10 mL krvi, a na taj način 
dobit će se uzorak i za uobičajeno određivanje protutijela na bakterijske uzročnike 
kao i za molekularne pretrage; 
d)  urin – uobičajeni uzorak za određivanje bakterijskih proteina pomoću brzih 
testova; 
e) obrisak ždrijela - ovo je uzorak koji je potrebno dodatno učiniti za potrebe ovog 
istraživanja. 
          Važno je naglasiti da su svi gore navedeni uzorci i inače indicirani i uzimaju se u 
bolesnika s pneumonijom (osim obriska ždrijela čije je uzimanje vrlo jednostavno, brzo i 
bezbolno). 
          Vaši podaci će se obrađivati elektronički. U bazu podataka bit ćete uneseni prema 
inicijalima, te Vaše ime neće biti otkriveno.Vašu medicinsku dokumentaciju moći će 
pregledati samo liječnici koji sudjeluju u istraživanju, predstavnici Etičkog povjerenstva u 
ustanovi u kojoj se liječite i Etičko povjerenstvo Medicinskog fakulteta. 
          Podaci dobiveni istraživanjem mogu imati znanstvenu vrijednost, te će u tom slučaju 
biti objavljeni u znanstvenim publikacijama, pri čemu će Vaš identitet ostati anoniman.  
          Ovo istraživanje pregledalo je i odobrilo Etičko povjerenstvo Medicinskog fakulteta 
Sveučilišta u Zagrebu. Istraživanje se provodi u skladu sa svim primjenjivim smjernicama 
čiji je cilj osigurati pravilno provođenje istraživanja i sigurnost osoba koje sudjeluju u ovom 
znanstvenom istraživanju uključujući Osnove dobre kliničke prakse, Helsinšku deklaraciju, 
Zakon o zdravstvenoj zaštiti Republike Hrvatske (NN 121/03) i Zakon o pravima pacijenata 
Republike Hrvatske (NN 169/04).  
          Vaše sudjelovanje u ovom istraživanju je dobrovoljno. Ako odlučite sudjelovati, 
potrebno je potpisati suglasnost o sudjelovanju čiji jedan primjerak ostaje kod Vas. U bilo 
koje vrijeme možete slobodno, bez navađanja razloga i bez posljedica prekinuti 
sudjelovanje u istraživanju. Ako odlučite prekinuti sudjelovanje, molimo Vas da o tome na 
vrijeme obavijestite liječnika koji vodi ovo znanstveno istraživanje. Nepristanak na 
sudjelovanje u ovom istraživanju neće utjecati na vaše daljnje liječenje i kontrole, kao niti 
na odnos medicinskog osoblja prema Vama. 
          Za dodatne podatke slobodno se obratite liječniku koji vodi istraživanje: 
Ivana Mareković, dr. med.  
Klinika za plućne bolesti "Jordanovac", Zagreb 
Mikrobiološki laboratorij 
Tel.:01 2385 264. 
          Hvala Vam što ste pročitali ovaj dokument i razmotrili sudjelovanje u ovom 
znanstvenom istraživanju. 
          Ako ste odlučili sudjelovati, molimo Vas da potpišete Suglasnost za sudjelovanje.  
 
SUGLASNOST ZA SUDJELOVANJE 
 
          Upoznat sam sa svim detaljima i koristima, te eventualnim mogućim rizicima ovog 
istraživanja od strane liječnika, te pristajem da se isto provede. 
 
IME I PREZIME ISPITANIKA:__________________________________ 
POTPIS:___________________ 
DATUM:__________________ 
 
Voditelj istraživanja: 
Ime i prezime: Ivana Mareković, dr. med. 
Potpis.____________________ 
Datum: ____________________  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
UPITNIK  
 
INICIJALI: ___________ 
 
MATIČNI BROJ BOLESNIKA: __________ 
 
SPOL: __________ 
 
DOB:   __________ 
 
DATUM PRIMITKA: __________ 
 
PODACI IZ ANAMNEZE: 
 
Pušenje          ne         <20 cigareta/dan          >20 cigareta/dan           
 
Alkoholizam (ako je u povijesti bolesti ovaj podatak izričito naveden)   
                                                  da         ne        
 
Dijabetes                                   da          ne 
 
Ostali uzroci imunosupresije     da          ne 
                                 navesti ____________________       
 
 
 
DATUM PRIMITKA U JEDINICU INTENZIVNOG LIJEČENJA:__________ 
 
DATUM OTPUSTA: __________ 
 
TRAJANJE HOSPITALIZACIJE:__________ 
 
 
KRITERIJ 
 
                     BODOVI 
 
DOB 
          muškarci 
          žene 
 
                  broj godina 
                  broj godina - 10  
BORAVAK U  
UMIROVLJENIČKOM DOMU 
 
                        10 
KOMORBIDITET 
          Maligna bolest 
          Bolest jetre 
          Kongestivno zatajenje srca 
          Cerebrovaskularne bolesti 
          Bubrežne bolesti 
  
                        30 
                        20 
                        10 
                        10 
                        10         
VITALNI  ZNACI 
          Mentalna konfuzija 
          Broj respiracija 30/min 
          Sistolički tlak < 90 mmHg 
          Temperatura <35 ili ≥400 C 
          Tahikardija >125 otkucaja/min 
 
                        20 
                        20 
                        20 
                        15 
                        10 
LABORATORIJSKI NALAZI 
          Urea ≥ 11mmol/L 
          Natrij < 130 mmol/L 
          Glukoza ≥ 14 mmol /L 
          Hematokrit < 30 % 
 
                        20 
                        20 
                        10 
                        10 
RADIOLOŠKI NALAZ 
          Pleuralni izljev 
 
                        10 
PARAMETRI OKSIGENACIJE 
          Arterijski pH < 7.35 
          PaO2 < 60 mmHg 
          SaO2 < 90 % 
 
                        30 
                        10 
                        10 
                                                             
                            PSI index: __________    SKUPINA I-V: __________ 
 
PODACI O ANTIMIKROBNOM LIJEČENJU 
 
Uzimanje antimikrobnih lijekova unatrag 10 dana od hospitalizacije: 
                                 da          ne 
antimikrobni lijek: _________________                  
 
Antimikrobno liječenje tijekom hospitalizacije:     adekvatno          neadekvatno 
   
Antimikrobni lijek                        Doza                                Trajanje primjene  
                                                                                         (dani hospitalizacije) 
1. _______________              ______________                   ____________ 
 
2. _______________              ______________                   ____________ 
 
3. _______________              ______________                   ____________ 
 
 
UZORCI UZETI U BOLESNIKA: 
 
a) obrisak ždrijela 
b) sputum 
c) bronhoskopski uzorak (kateter aspirat, bronhoalveolarni lavat) 
d) serum akutne faze 
e) serum konvalescentne faze 
f) urin 
 
REZULTATI MIKROBIOLOŠKIH PRETRAGA  
Streptococcus pneumoniae 
 
     Gram preparat       
        sputuma 
Kultura sputuma Hemokultura Antigen u urinu PCR serum 
     
 
Mycoplasma pneumoniae 
 
            ELISA           PCR obrisak ždrijela PCR sputum       PCR bronhoskopski uzorak 
    
 
Chlamydophila pneumoniae 
 
         ELISA  PCR obrisak ždrijela  PCR sputum PCR bronhoskopski uzorak 
    
 
Legionella species 
 
     Antigen u urinu  ELISA PCR obrisak ždrijela PCR sputum PCR bronhoskopski uzorak 
     
* rezultat seroloških reakcija upisati kao titar, a rezultat PCR metode upisati kao pozitivan, negativan ili inhibicija reakcije 
 
OSTALI MIKROBIOLOŠKI NALAZI 
 
UZORAK NALAZ 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
4. REZULTATI 
 
4.1. DEMOGRAFSKE I KLINIČKE KARAKTERISTIKE ISPITANIKA S 
IZVANBOLNIČKOM PNEUMONIJOM 
 
 U ovo prospektivno istraživanje bilo je uključeno 80 ispitanika starijih od 18 godina 
s kliničkom dijagnozom izvanbolničke pneumonije.  
Od ukupno 80 ispitanika njih 28 (35,0 %) bile su žene, a njih 52 (65,0 %) muškarci. 
Srednja dob (± SD) ispitanika bila je 62,6 ± 15,5 godina (raspon 25-93 godine). 
 Dvadeset tri (28,8 %) ispitanika bili su pušači. 
  Kod 47 (58,8 %) ispitanika bile su prisutne popratne bolesti, odnosno komorbiditet. 
Najčešće su bile kardiovaskularne bolesti koje su bile prisutne kod 27  
(33,8 %) ispitanika, a zatim kronična opstruktivna plućna bolest (KOPB) kod 21 (26,3 %), 
diabetes mellitus kod 8 (10,0 %), maligne bolesti kod 7 (8,8 %) i cerebrovaskularne bolesti 
kod 5 (6,3 %) ispitanika. Od ostalih popratnih bolesti i stanja hipotireoza, astma, 
bronhiektazije i epilepsija bile su prisutne u po tri (3,8 %), bubrežne bolesti  i kronična 
bolest jetre u po dva (2,5 %), a alkoholizam, splenektomija, amiotrofična lateralna skleroza 
i reumatoidni artritis u po jednog (1,3 %) ispitanika. Kod 23 (28,8 %) ispitanika bile su 
prisutne > 2 popratne bolesti istovremeno. Srednja vrijednost leukocita u krvi iznosila je 
12,7 x 109/L (raspon 3,8-34,3), a C-reaktivnog proteina (CRP) 151,5 mg/L (raspon 2,5 – 
542,4) (Tablica 2). 
 
 
 
 
 
Tablica 2. Demografske i kliničke karakteristike ispitanika s izvanbolničkom pneumonijom (N=80). 
                                                                                                                                                             
 
Karateristike ispitanika       N (%)      
 
Demografske karakteristike 
Srednja dob ± SD   62,6 ± 15,5 
Žene     28 (35,0) 
Muškarci    52 (65,0) 
 
Kliničke karakteristike 
Pušenje     23 (28,8) 
Komorbiditet 
 Kardiovaskularne bolesti  27 (33,8) 
 KOPB*     21 (26,3) 
 Diabetes mellitus       8 (10,0) 
 Maligne bolesti        7 (8,8) 
 Cerebrovaskularne bolesti      5 (6,3) 
 
Leukociti  
medijan x 109/L (raspon vrijednosti) 12,7 (3,8 - 34,3) 
 
C-reaktivni protein,  
medijan mg/L (raspon vrijednosti)  151,5 (2,5 – 542,4) 
*KOPB: kronična opstruktivna plućna bolest 
Podaci su prikazani kao broj ispitanika (%) ako nije drugačije navedeno. 
 
   
Od ukupno 80 ispitanika s izvanbolničkom pneumonijom, hospitalizirano ih je bilo 
69 (86,3 %), a ambulantno liječeno njih 11 (13,8 %). Trinaest (16,3 %) hospitaliziranih 
bolesnika liječeno je u jedinici intenzivnog liječenja (JIL) (Tablica 3). 
 
 
 
 
 
 
Tablica 3. Ispitanici s izvanbolničkom pneumonijom s obzirom na mjesto liječenja (N=80). 
 
Mjesto liječenja      N(%)  
        
 
Ambulantno liječeni  11 (13,8) 
 
Hospitalizirani   69 (86,3) 
 
Primljeni u JIL*  13 (16,3) 
 
*JIL: jedinica intenzivnog liječenja 
 
 U svakog ispitanika na temelju prikupljenih podataka određena je težina 
pneumonije pomoću indeksa PSI115,116. Na temelju PSI indeksa 23 (28,8 %) ispitanika 
pripadala su u skupinu I, 9 (11,3 %) ispitanika u skupinu II, 16 (20,0) ispitanika u skupinu 
III, 23 (28,8 %) ispitanika u skupinu IV i 9 (11,3 %) ispitanika u skupinu V (Tablica 4). 
 
Tablica 4. Ispitanici s izvanbolničkom pneumonijom s obzirom na težinu pneumonije (N=80). 
 
PSI* skupina      N(%)    
        
 
PSI I   23 (28,8) 
 
PSI II       9 (11,3) 
 
PSI III   16 (20,0) 
 
PSI IV   23 (28,8) 
 
PSI V      9 (11,3) 
 
*PSI: indeks težine pneumonije (prema. engl. Pneumonia severity index) 
 
 Antimikrobno liječenje prije pregleda i/ili hospitalizacije u Klinici primjenjeno je u 
30,0 % (24/80) ispitanika.  
 
 
 
 
 
4.2. ETIOLOGIJA I UČESTALOST POJEDINIH BAKTERIJSKIH UZROČNIKA  
 
 Etiologija izvanbolničkih pneumonija utvrđena je kod 42 (52,5 %) ispitanika.  
 Etiologija je češće utvrđena kod bolesnika koji prije pregleda i/ili hospitalizacije u 
Klinici nisu liječeni antimikrobnim lijekovima u odnosu na one koji jesu, ali ova razlika nije 
bila statistički značajna (53,6 % vs 50,0 %; p=0,764). 
Najčešći bakterijski uzročnik bio je S. pneumoniae koji je utvrđen kod 25 (31,3 %) 
ispitanika, a nakon njega M. pneumoniae kod 7 (8,8 %) i H. influenzae kod 5 (6,3 %) 
ispitanika. C. pneumoniae i P. aeruginosa utvrđeni su u po 4 (5,0 %), a Legionella species 
i K. pneumoniae u po dva (2,5 %) ispitanika (Tablica 5). Atipični bakterijski uzročnici 
utvrđeni su kod ukupno 13 (16,3 %) ispitanika. 
 
Tablica 5. Etiologija i učestalost bakterijskih uzročnika kod ispitanika s izvanbolničkom 
pneumonijom (N=80). 
 
Bakterijski uzročnik      N (%) 
 
 
Streptococcus pneumoniae  25 (31,3) 
 
Mycoplasma pneumoniae    7   (8,8) 
 
Haemophilus influenzae     5   (6,3) 
 
Chlamydophila pneumoniae    4   (5,0) 
 
Pseudomonas aeruginosa    4   (5,0) 
 
Legionella species     2   (2,5) 
 
Klebsiella pneumoniae     2   (2,5) 
 
UKUPNO    49  (61,3) 
 
Miješane infekcije                                      7  (8,8) 
 
 
 
 
 
 
 
Kod 35 ispitanika bio je prisutan samo jedan, dok su kod 7 (8,8 %) ispitanika 
istovremeno bila prisutna 2 bakterijska uzročnika (Tablica 6). Etiologija je ostala 
nepoznata kod 47,5 % (38/80) ispitanika s izvanbolničkom pneumonijom.  
 
Tablica 6. Kombinacije bakterijskih uzročnika kod 7 ispitanika s izvanbolničkom pneumonijom 
miješane etiologije. 
 
Bakterijski uzročnici        N (%) 
 
 
Streptococcus pneumoniae + drugi uzročnik  5 (71,4) 
 
 S. pneumoniae + H. influenzae     3 (42,9) 
 
 S. pneumoniae + K. pneumoniae  1 (14,3)   
 
 S. pneumoniae + M. pneumoniae  1 (14,3) 
 
Ostali uzročnici 
 
 P. aeruginosa + M. pneumoniae   2 (28,6) 
 
 
  U svim dobnim skupinama najčešći bakterijski uzročnik bio je S. 
pneumoniae. Učestalost pojedinih bakterijskih uzročnika nije se statistički značajno 
razlikovala između ispitanika mlađih i starijih od 60 godina (S. pneumoniae 40,5 % vs 23,3 
%, p=0,096; M. pneumoniae 8,1 % vs 6,97 %, p=0,415; H. influenzae 8,1 % vs 2,32 %, 
p=0,136; C. pneumoniae 2,7 % vs 7,0 %, p=0,367; P. aeruginosa 2,7 % vs 7,0 %, 
p=0,367; Legionella spp. 2,7 % vs 2,3 %, p=0,714; K. pneumoniae 0 vs 4,65 %, p=0,286) 
(Tablica 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 Tablica 7. Učestalost bakterijskih uzročnika kod ispitanika s izvanbolničkom pneumonijom s 
obzirom na dob ispitanika (N=80). 
 
       N (%) po dobnim skupinama* 
     _____________________________________________ 
 
Bakterijski uzročnik     15-44 god. 45-59 god. >60 god. Ukupno 
         
         (N=11)    (N=26)             (N=43)              (N=80) 
 
 
Streptococcus pneumoniae       5 (45,5) 10 (38,5) 10 (23,3)          25 (31,3) 
 
Mycoplasma pneumoniae       0           4 (15,4)   3   (7,0) 7  ( 8,8) 
 
Haemophilus influenzae        0    4 (15,4)   1   (2,3) 5   (6,3) 
 
Chlamydophila pneumoniae       0    1   (3,8)   3   (7,0) 4   (5,0) 
 
Pseudomonas aeruginosa       0    1   (3,8)   3   (7,0) 4   (5,0) 
 
Legionella species        0    1   (3,8)   1   (2,3)           2   (2,5) 
 
Klebsiella pneumoniae        0    0                2   (4,7) 2   (2,5) 
 
UKUPNO         5 (45,5) 21 (80,8)  23 (53,5)        49  (61,3)   
 
*
 Dobne skupine prema preporukama Svjetske zdravstvene organizacije (WHO)16 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3. REZULTATI KONVENCIONALNIH I MOLEKULARNIH MIKROBIOLOŠKIH 
METODA 
 
 4.3.1. Uzorci 
 
Uzorci sputuma dobiveni su kod 64 (80,0%) ispitanika, dok su hemokulture uzete 
kod njih 11 (13,8 %). Uzorci urina za otkrivanje antigena S. pneumoniae i L. pneumophila 
serogrupa 1 dobiveni su kod 76 (95,0 %) ispitanika. Bronhoskopsku pretragu liječnici 
kliničari indicirali su kod 19 (23,8 %) ispitanika, te je kod njih dobiven uzorak BAL-a. Uzorci 
seruma za PCR za S. pneumoniae dobiveni su kod 77 (96,3 %) ispitanika, a za serološke 
pretrage za M. pneumoniae, L. pneumophila serogrupa 1-7 i C. pneumoniae kod 79 (98,8 
%) ispitanika. 
Kod 8 ispitanika liječnici kliničari indicirali su i pleuralnu punkciju kojom su dobiveni 
uzorci pleuralnog izljeva. 
Od ukupno 64 dobivena uzorka sputuma, 36 (56,3 %) uzoraka bilo je adekvatno, a 
u njih 10 (27,8 %, odnosno 12,5 % od ukupno 80 ispitanika) utvrđena je prisutnost 
predominantnog morfotipa bakterija. Pri tome su u 9 uzoraka bili prisutni gram-pozitivni 
diplokoki, a samo u jednom gram-negativni štapići.  
Kultura sputuma bila je pozitivna u 17 (47,2 %) adekvatnih uzoraka. Pozitivne 
kulture sputuma u adekvatnim uzorcima bile su statistički značajno rjeđe kod bolesnika 
koji su prethodno primali antimikrobne lijekove u usporedbi s onima koji ih nisu dobivali 
(22,2 % vs 72,2 %; p=0,003). Rezultati preparata po Gramu po pozitivitetu se nisu 
statistički značajno razlikovali između bolesnika koji su prethodno primali antimikrobne 
lijekove i onih koji ih nisu dobivali (27,8 % vs 27,8 %; p=0,644). 
Kultura BAL-a bila je pozitivna kod 6 (31,6 %) od ukupno 19 ispitanika kod kojih je 
indicirana bronhoskopska pretraga. Svi bolesnici su prije bronhoskopske pretrage primali 
antimikrobne lijekove. 
 
 4.3.2. Streptococcus pneumoniae 
 
 Primjenjenim mikrobiološkim metodama S. pneumoniae utvrđen je kod 25  
(31,3 %) ispitanika s izvanbolničkom pneumonijom. 
Od ukupno 64 ispitanika kod kojih je dobiven uzorak sputuma, S. pneumoniae 
izoliran je u kulturi kod njih 8 (12,5 %). Od 9 uzoraka sputuma koji su imali pozitivan 
preparat po Gramu s prisutnim gram-pozitivnim diplokokima, pneumokok je u kulturi 
porastao u njih 4. Od preostalih 5 uzoraka, u njih 4 porasla je fiziološka flora, a u jednom 
Candida spp. 
Od ukupno 19 ispitanika kod kojih je dobiven uzorak BAL-a, S. pneumoniae 
izoliran je u kulturi u samo jednom uzorku (5,3 %). 
 Sve hemokulture (N=11) ostale su sterilne. 
Od ukupno 76 ispitanika kod kojih je dobiven uzorak urina, pneumokokni antigen 
bio je pozitivan kod njih 16 (21,1 %). Kod dva bolesnika s pozitivnim pneumokoknim 
antigenom u urinu pneumokok je bio izoliran i u kulturi sputuma.  
Uzorci pleuralnog izljeva (N=8) ostali su sterilni. 
PCR za S. pneumoniae izveden je prvo na uzorcima DNA izolirane iz tri soja 
pneumokoka. Amplifikacijom pomoću početnica za gen pneumolizina su kod sva tri soja 
dobiveni produkti očekivane veličine od 355 bp (Slika 5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 5. Elektroforeza na agaroza gelu amplificiranih PCR-produkata u uzorcima DNA izolirane iz tri soja 
pneumokoka. Stupac 1, DNA molecular weight marker XIV (100-1500 bp); stupci 2, 3 i 4, produkti očekivane 
veličine od 355 bp dobiveni amplifikacijom pomoću početnica za gen pneumolizina; stupac 5, negativna 
kontrola (sterilna destilirana voda).       
                                              
                                   
 
PCR je nakon toga izveden na uzorcima seruma i BAL-ovima ispitanika s 
izvanbolničkom pneumonijom. PCR rezultati u svih 77 uzoraka seruma bili su negativni. 
Kao primjer, negativni rezultati za 9 takvih uzoraka seruma prikazani su na Slici 6. 
 Od ukupno 19 bronhoskopiranih ispitanika, uzorci BAL-a bili su PCR-pozitivni kod 
njih 3 (15,8 %) (Slika 7).  
  BAL PCR za S. pneumoniae bio je češće pozitivan (N=3, 15,8 %) od 
kulture BAL-a (N=1, 5,3 %), ali razlika nije bila statistički značajna (p=0,302). 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 6. Elektroforeza na agaroza gelu 9 PCR-negativnih uzoraka seruma. Stupac 1, DNA molecular weight 
marker XIV (100-1500 bp); stupac 2, pozitivna kontrola (pneumokokna DNA); stupci 3-11 PCR negativni uzorci 
seruma; stupac 12, negativna kontrola (sterilna destilirana voda). 
 
 
 
 
 
Slika 7. Elektroforeza na agaroza gelu amplificiranih PCR-produkata u uzorcima BAL-a. Stupac 1,  DNA 
molecular weight marker XIV (100-1500 bp); stupac 2, pozitivna kontrola (pneumokokna DNA); stupac 3, 
negativna kontrola (sterilna destilirana voda); stupci 4, 7 i 8 pozitivni uzorci BAL-a; stupci 5 i 6, negativni uzorci 
BAL-a. 
                                     
                           
 U dva od ukupno tri ispitanika kod kojih je PCR za S. pneumoniae u uzorku BAL-a 
bio pozitivan, to je bila i jedina metoda kojom je S. pneumoniae kod ovih ispitanika 
dokazan. U preostalog jednog ispitanika uz pozitivan PCR bio je pozitivan i pneumokokni 
antigen u urinu. Uzorak BAL-a koji je bio pozitivan u kulturi bio je PCR negativan. 
Prisutnost inhibitora PCR reakcije određivana je u PCR-negativnim uzorcima 
seruma i BAL-a (spiking). Prisutnost inhibitora utvrđena je u jednom uzorku seruma (Slika 
8). Inhibitori u uzorcima BAL-a nisu otkriveni.  
 
Slika 8. Elektroforeza u agaroza gelu amplificiranih PCR-produkata nakon što su u PCR-negativne uzorke 
seruma prije amplifikacije dodana 2 µl pneumokokne DNA (spiking). Stupac 1, DNA molecular weight marker 
XIV (100-1500 bp); stupac 2, pozitivna kontrola (pneumokokna DNA); stupci 3-8, 10 i 11, uzorci seruma bez 
prisutnih inhibitora; stupac 9, uzorak seruma s prisutnim inhibitorima bez PCR-produkta veličine 355 bp; 
stupac 12, negativna kontrola (sterilna destilirana voda). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Nakon razrjeđivanja uzoraka seruma u razrjeđenju 1:8 pooliranjem, kako bi se 
smanjio utjecaj eventualno prisutnih inhibitora, PCR rezultati u svim uzorcima seruma 
ostali su negativni (Slika 9).  
 
Slika 9. Elektroforeza u agaroza gelu PCR-negativnih uzoraka seruma nakon razrjeđivanja pooliranjem. Svi 
uzorci ostali su negativni. Stupac 1, DNA molecular weight marker XIV (100-1500 bp); stupac 2, pozitivna 
kontrola (pneumokokna DNA); stupci 3-11 PCR-negativni uzorci seruma nakon pooliranja; stupac 12, 
negativna kontrola (sterilna destilirana voda). 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Rezultati svih mikrobioloških metoda za S. pneumoniae prikazani su u Tablici 8. 
 
Tablica 8. Rezultati konvencionalnih i molekularnih metoda za S. pneumoniae 
______________________________________________________________________ 
 
Mikrobiološka metoda    Broj pozitivnih/broj testiranih (%)  
          
 
 Adekvatni uzorci sputuma/ 
    ukupan broj uzoraka sputuma    36/64 (56,3) 
 
Preparat po Gramu  
(adekvatni uzorci sputuma)     9/36 (25,0) 
 
  Sputum kultura  
(adekvatni uzorci sputuma)     8/36 (22,2) 
 
 BAL* kultura        1/19   (5,3)   
 
Hemokultura        0/11      (0) 
 
Pleuralni izljev kultura         0/8      (0) 
 
 Pneumokokni antigen u urinu    16/76 (21,1) 
 
Serum PCR**        0/79      (0) 
     
BAL PCR         3/19 (15,8) 
 
*BAL: bronhoalveolarni ispirak, PCR: lančana reakcija polimerazom (prema engl. polymerase chain reaction) 
 
4.3.3. Mycoplasma pneumoniae  
 
Primjenjenim mikrobiološkim metodama M. pneumoniae utvrđena je kod 7  
(8,8 %) ispitanika.  
Srednja dob (± SD) ispitanika s dokazanom M. pneumoniae bila je 70,5 ± 13,4 
godina (raspon 46-80 godina). Samo jedan ispitanik liječen je ambulantno, dok su svi 
ostali bili hospitalizirani (Tablica 9). Kod niti jednog od ovih ispitanika nije napravljena 
bronhoskopska pretraga. 
 
 
 
 Tablica 9 . Rezultati konvencionalnih i molekularnih metoda, te neke karakteristike ispitanika s 
dokazanom infekcijom s M. pneumoniae (N=7). 
                                                                                                                      
Dob  IgA  Sputum PCR*  BAL** PCR Mjesto liječenja        
                                                                                                               
                                                          
 
1  61   +            -                    NN***               hospitaliziran          
      
 
2            58          +                      -                      NN                  hospitaliziran                    
 
3            55          +                    -                     NN                  hospitaliziran                               
 
4            71          +                     -        NN                    ambulantno                                       
 
5            46          +                     -                      NN                  hospitaliziran                       
  
6            50         +                      -                     NN                  hospitaliziran                       
  
7            80            -                     +                     NN                  hospitaliziran                       
 
*PCR: lančana reakcija polimerazom (prema engl. polymerase chain reaction), **BAL: bronhoalveolarni ispirak, 
***NN – nije napravljeno jer bolesnik nije bronhoskopiran 
 
Kod šest ispitanika bile su pozitivne serološke pretrage odnosno IgA protutijela, a 
kod jednog ispitanika PCR za M. pneumoniae u uzorku sputuma (Slika 10). Kod šest 
ispitanika sa serološki dokazanom M. pneumoniae PCR rezultati bili su negativni i obrnuto, 
kod bolesnika s PCR-pozitivnim rezultatom M. pneumoniae serološki nije dokazana. 
Inhibicija PCR reakcije pomoću interne kontrole utvrđena je samo u jednom uzorku 
sputuma (Slika 11). 
Kod dva ispitanika rezultate seroloških pretraga nije bilo moguće sa sigurnošću 
protumačiti. Kod njih je rezultat IgA protutijela bio graničan odnosno slabo pozitivan (11.8 
U/ml i 11.7 U/ml). Ponavljanjem testa na ova dva uzorka seruma dobiveni su isti rezultati. 
Novi uzorci seruma 1-2 tjedna kasnije koje bi trebalo ispitati kod ovakvih slučajeva nisu 
dobiveni. 
 
 
 
 
Slika 10. Elektroforeza u agaroza gelu amplificiranih PCR-produkata za M. pneumoniae u uzorcima sputuma 
(Venor®Mp). Stupac 1, DNA molecular weight marker XIV (100-1500 bp); stupac 2, negativna kontrola i 
interna kontrola s PCR-produktom veličine 263 bp; stupac 3, pozitivna kontrola s PCR-produktom veličine 207 
bp; stupac 4, 5 i 7 negativni uzorci sputuma; stupac 6, pozitivni uzorak sputuma. 
                                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 11. Elektroforeza u agaroza gelu amplificiranih PCR-produkata za M. pneumoniae u uzorcima sputuma 
(Venor®Mp). Stupac 1, DNA molecular weight marker XIV (100-1500 bp); stupac 2, negativna kontrola i 
interna kontrola s PCR-produktom veličine 263 bp; stupac 3, pozitivna kontrola s PCR-produktom veličine 207 
bp; stupac 4-8 i 10-13 negativni uzorci sputuma; stupac 9, uzorak sputuma s inhibicijom PCR reakcije. 
          
 
Rezultati svih mikrobioloških metoda za M. pneumoniae prikazani su u Tablici 10. 
 
Tablica 10 . Rezultati konvencionalnih i molekularnih metoda za M. pneumoniae 
 
    Mikrobiološka metoda  Broj pozitivnih/broj testiranih (%)     
        
 
IgA (ELISA)*    6/79 (7,6) 
 
Sputum PCR**          1/64 (1,6) 
 
BAL*** PCR    0/19  (0)   
 
 
*ELISA: imunoenzimska metoda (prema engl. enzyme-linked immunosorbent assay,**PCR: lančana reakcija 
polimerazom (prema engl. polymerase chain reaction), ***BAL: bronhoalveolarni ispirak 
 
  
 
 
 
  
 
 4.3.4. Legionella species 
 
 Primjenjenim mikrobiološkim metodama Legionella species utvrđena je kod 2 
 (2,5 %) ispitanika s izvanbolničkom pneumonijom. 
 Kod oba ispitanika etiološka dijagnoza postavljena je na temelju pozitivnog 
antigena za L. pneumophila serogrupa 1 u urinu. Kod jednog od njih su IgG i IgM 
protutijela za L. pneumophila serogrupa 1-7 bila negativna, dok kod drugog ispitanika 
uzorak seruma nije dobiven.  
 Kod tri ispitanika rezultate seroloških pretraga bilo je teže protumačiti. Kod prva 
dva ispitanika bila su negativna IgM, a pozitivna IgG protutijela za L. pneumophila 
serogrupa 1-7. Ponavljanjem testa na ova dva uzorka seruma, dobiveni su isti rezultati. 
Rezultati su potvrđeni i u Mikrobiološkom laboratoriju Klinike za infektivne bolesti "dr. Fran 
Mihaljević" u Zagrebu.  Kod trećeg ispitanika bila su pozitivna IgG protutijela za L. 
pneumophila serogrupa 7-14 (pool II) u testu indirektne imunofluorescence koji je indicirao 
liječnik kliničar koji je pratio bolesnika. ELISA metodom IgG i IgM protutijela za L. 
pneumophila serogrupa 1-7  kod ovog ispitanika bila su negativna. I ovaj je rezultat 
potvrđen u navedenom vanjskom laboratoriju.  Novi uzorci seruma 1-2 tjedna kasnije koje 
bi trebalo ispitati u ovakvim slučajevima kod ova tri ispitanika nisu dobiveni. 
 PCR za Legionella species u svim uzorcima sputuma i BAL-a bio je negativan. Kao 
primjer, negativni rezultati za 8 takvih negativnih uzoraka sputuma prikazani su na Slici 12. 
Interna kontrola pokazala je da PCR reakcija nije bila inhibirana niti u jednom uzorku. 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 12. Elektroforeza u agaroza gelu amplificiranih PCR-produkata za Legionella species u uzorcima 
sputuma (Onar®Ls). Stupac 1, DNA molecular weight marker XIV (100-1500 bp); stupac 2, negativna kontrola 
i interna kontrola s PCR-produktom veličine 150 bp; stupac 3, pozitivna kontrola s PCR-produktom veličine 
245 bp; stupac 4-11 negativni uzorci sputuma.  
                 
 
Rezultati svih mikrobioloških pretraga za Legionella species prikazani su u Tablici 11 . 
Tablica 11 . Rezultati konvencionalnih i molekularnih metoda za Legionella species. 
 
     Mikrobiološka metoda  Broj pozitivnih/broj testiranih (%)     
        
 
IgM (ELISA)*    0/79  
 
IgG (ELISA)    2/79 (2,5) 
 
Legionela antigen u urinu  2/76 (2,6) 
 
PCR** u sputumu     0/64  (0) 
 
PCR u BAL-u***     0/19  (0)   
 
 
*ELISA: imunoenzimska metoda (prema engl. enzyme-linked immunosorbent assay,**PCR: lančana reakcija 
polimerazom (prema engl. polymerase chain reaction), ***BAL: bronhoalveolarni ispirak 
 
 
 
  4.3.5. Chlamydophila pneumoniae 
 
 Primjenjenim mikrobiološkim metodama C. pneumoniae utvrđena je kod 4  
(5,0 %) ispitanika s izvanbolničkom pneumonijom.  
Kod sva četiri ispitanika C. pneumoniae otkrivena je serološkim pretragama 
odnosno na temelju pozitivnih IgM protutijela. Kod ova četiri ispitanika bila su pozitivna i 
IgG protutijela. Real-time PCR za C. pneumoniae u uzorcima sputuma i BAL-a kod ova 
četiri, kao i svih ostalih ispitanika u ovom istraživanju, bio je negativan.  
 Od ukupno 79 ispitanih uzoraka seruma, u njih 49 (62,0 %) bila su prisutna samo 
IgG protutijela. Ona su bila statistički značajno češće prisutna kod bolesnika s KOPB-om 
nego li kod bolesnika bez KOPB-a (94,7 % vs 67,4 %; p= 0,017). Kod još 10 ispitanika 
rezultat IgG protutijela bio je graničan ili slabo pozitivan. Rezultat IgM protutijela bio je 
graničan ili slabo pozitivan kod 4 ispitanika. Novi uzorci seruma 2-4 tjedna kasnije koje bi 
trebalo ispitati kod ovakvih slučajeva nisu dobiveni. 
Real-time PCR za C. pneumoniae u svim uzorcima sputuma i BAL-a u ovom 
istraživanju bio je negativan. Dobivene amplifikacijske krivulje pokazale su uspješnu 
amplifikaciju pozitivnih kontrola odnosno standarda koncentracije 101-106 ciljanih 
molekula/reakciji. Na Slici 13 su prikazane amplifikacijske krivulje za standarde 
koncentracije 102 i 106 ciljanih molekula/reakciji.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 13. Real-time PCR za C. pneumoniae. Zelena i plava amplifikacijska  krivulja pokazuju uspješnu 
amplifikaciju pozitivnih kontrola odnosno standarda koncentracije 102 i 106 ciljanih molekula/reakciji. Ostale 
amplifikacijske krivulje odgovaraju negativnim uzorcima sputuma i BAL-a. 
 
 
 
Identifikacija PCR-produkata pomoću melting krivulja u uzorcima i standardima s 
Tm od 67.00 C na kanalu 640, te melting peak-ovi prikazani su na Slici 14. Interna kontrola 
detektirana je na kanalu 705 s Tm od 67-690 C i bila je uredna u svima ispitivanim 
uzorcima. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 14. Real-time PCR za C. pneumoniae. Zelena i plava melting krivulja i melting peak-ovi pokazuju 
identifikaciju PCR-produkata za C. pneumoniae u pozitivnim kontrolama odnosno standardima koncentracije 
102 i 105 ciljanih molekula/reakciji s Tm od 67.00 C.  Ostale amplifikacijske krivulje odgovaraju negativnim 
uzorcima sputuma i BAL-a. 
 
 
 
 
 
U tri uzorka sputuma rezultati su bili nesigurni, ali su ponavljanjem reakcije i u ovim 
uzorcima dobiveni negativni rezultati (Slike 15 i 16).  
Slika 15. Real-time PCR za C. pneumoniae. Amplifikacijske krivulje za standarde koncentracije 102 i 105 
ciljanih molekula/reakciji, te dva uzorka sputuma (59 i 66) s nesigurnim rezultatom. 
 
Slika 16. Real-time PCR za C. pneumoniae. Amplifikacijske krivulje za standarde koncentracije 102 i 105 
ciljanih molekula/reakciji , te dva uzorka sputuma (59 i 66) s nesigurnim rezultatom nakon ponovljenog testa 
koji je sada negativan. 
 
 
 
 
Rezultati svih mikrobioloških metoda za C. pneumoniae prikazani su u Tablici 12. 
Tablica 12 . Rezultati konvencionalnih i molekularnih metoda za C. pneumoniae 
 
    Mikrobiološka metoda  Broj pozitivnih/broj testiranih (%)     
        
 
IgM (ELISA)*      4/79  (5,1) 
 
IgG (ELISA)    53/79 (67,1) 
 
Sputum PCR**      0/64    (0) 
 
BAL*** PCR      0/19     (0)   
 
 
*ELISA: imunoenzimska metoda (prema engl. enzyme-linked immunosorbent assay,**PCR: lančana reakcija 
polimerazom (prema engl. polymerase chain reaction), ***BAL: bronhoalveolarni ispirak 
 
 
4.3.6. Ostali bakterijski uzročnici 
 
 Ostali bakterijski uzročnici utvrđeni su kod 11 (13,8 %) ispitanika s izvanbolničkom 
pneumonijom.  
 H. influenzae utvrđen je kod 5 (6,3 %) ispitanika, te je po učestalosti bio na trećem 
mjestu. Kod tri ispitanika izoliran je u uzorku sputuma, a u jednoga u uzorku BAL-a. Kod 
jednog ispitanika bio je izoliran i u sputumu i u BAL-u. 
 P. aeruginosa utvrđen je kod 4 (5,0 %) ispitanika s izvanbolničkom pneumonijom. 
Kod tri ispitanika izoliran je u uzorku sputuma, a kod jednoga u uzorku BAL-a. Kod jednog 
ispitanika bio je  izoliran i u sputumu i u BAL-u. 
 K. pneumoniae utvrđena je kod 2 (2,3 %) ispitanika s izvanbolničkom 
pneumonijom. Kod oba ispitanika bila  je izolirana i u sputumu i u BAL-u. 
 
 
 
 
4.4. USPOREDBA REZULTATA MIKROBIOLOŠKIH METODA KOD 
BOLESNIKA   S  RAZLIČITOM TEŽINOM PNEUMONIJE  
 
Etiologija izvanbolničke pneumonije utvrđena je kod 42 ispitanika s izvanbolničkom 
pneumonijom. Broj razjašnjenih izvanbolničkih pneumonija nije se statistički značajno  
razlikovao između ispitanika u PSI skupinama I-III (26/48) i IV-V (16/32) (54,2 % vs 50,0 
%; p=0,718). 
Učestalost pojedinih bakterijskih uzročnika između ispitanika u PSI skupinama  
I-III i IV-V također se nije statistički značajno razlikovala (Tablica 13), kao niti učestalost 
miješanih infekcija (10,4 % vs 6,3 %; p=0,414). 
 
Tablica 13. Učestalost pojedinih bakterijskih uzročnika u PSI* skupinama I-V ispitanika s 
izvanbolničkom pneumonijom. 
 
                                                                       N (%)                                                            p 
___________________________________________________________________      ________________ 
 
Bakterijski uzročnik I      II           III                 IV           V                    I-III vs. IV-V           
            (N=23)         (N=9)           (N=16)        (N=23)            (N=9)      
 
S.  pneumoniae         10 (43,5)        3 (33,3)         2 (12,5)      8 (34,8)          2 (22,2)                 1,000 
 
M. pneumoniae            1  (4,3)        1 (11,1)         3 (18,8)      2 (8,7)            0              0,414    
 
H.  influenzae                 3 (13.0)        0                    1  (6,3)      1 (4,3)            0           0,330 
  
C.  pneumoniae               1 (4,3)         0                   2 (12,5)      0                    1 (11,1)          0,473 
    
P.  aeruginosa                 0                  0                  3 (18,8)       1 (4,3)           0           0,473 
    
Legionella  species          0                  0                  0                 0                   2 (22,2)          0,157 
   
K.  pneumoniae                0                  2 (22,2)       0                 0                   0           0,357 
 
UKUPNO                        15 (65,2)       6 (18,0)       11 (68,8)     12  (52,2)      5 (55,6)          0,157 
    
 
*PSI: indeks težine pneumonije (prema engl. Pneumonia severity index) 
 
  
 
 
 
 Rezultati konvencionalnih i molekularnih mikrobioloških metoda između bolesnika 
u PSI skupinama I-III i IV-V nisu se statistički značajno razlikovali (Tablica 14).  
 
Tablica 14. Rezultati konvencionalnih i molekularnih mikrobioloških metoda u PSI* skupinama I-V 
ispitanika s izvanbolničkom pneumonijom. 
                                                    Broj pozitivnih/broj testiranih (%)                                   p 
___________________________________________________________________      ________________ 
 
Bakterijski uzročnik I       II           III                  IV           V                    I-III vs. IV-V           
            (N=23)          (N=9)           (N=16)         (N=23)            (N=9)      
S.  pneumoniae       
 
   Sputum kultura       3/19 (15,8)      2/5 (40,0)     0/14 (0)        3/20 (15,0)         0/6 (0)                0,583 
 
   BAL kultura              1/7   (0)          0/6 (0)           0/3   (0)        0/3   (0)             0/0 (0)                0,842 
 
   Hemokultura            0/4   (0)          0/2 (0)           0/1   (0)        0/2  (0)               0/2 (0)                   - 
 
   Pneumokokni antigen 
   u urinu        4/22 (18,2)     2/9 (22,2)      2/15 (13,3)    6/22 (27,3)        2/8 (25,0)           0,332 
 
   Serum PCR       0/23 (0)          0/8 (0)           0/15 (0)         0/23 (0)             0/8  (0)                   - 
 
   BAL PCR       2/7 (28,6)       0/6 (0)           0/3 (0)           1/3 (33,3)          0/0 (0)                 0,422           
 
M. pneumoniae             
 
   IgA (ELISA)       1/23 (4,3)       1/9 (11,1)     2/16 (12,5)     2/23 (8,7)         0/8 (0)                  0,561 
 
   Sputum PCR           0/19 (0)          0/5 (0)          1/14 (7,1)       0/20 (0)            0/6 (0)                  0,594 
 
   BAL PCR        0/7                 0/6                0/3                0/3 (0)              0/0 (0)                       - 
 
Legionella species  
 
   IgM (ELISA)       0/23 (0)          0/9 (0)          0/16 (0)          0/23 (0)            0/8 (0)                       - 
 
   IgG (ELISA)       1/23 (4,3)       0/9 (0)          0/16  (0)         0/23 (0)            1/8 (12,5)              0,634 
 
   Legionela antigen   0/22 (0)           0/9 (0)         0/15 (0)           0/22 (27,3)       2/8 (25,0)             0,153          
   u urinu 
 
   Sputum PCR           0/19 (0)          0/5 (0)          0/14 (0)          0/20 (0)            0/6 (0)                       - 
 
   BAL PCR                 0/7                 0/6                0/3                 0/3 (0)              0/0 (0)                       -              
 
C. pneumoniae 
 
   IgM (ELISA)            1 /23 (4,3)          0/9 (0)          2/16 (12,5)          0/23 (0)            1/8 (12,5)      0,486 
 
   IgG (ELISA)           11/23 (47,8)        6/9 (66,7)   15 /16 (93,8)       16/23 (69,6)       5/8 (62,5)      0,920 
 
   Sputum PCR           0/19 (0)              0/5 (0)          0/14 (0)               0/20 (0)            0/6 (0)              -   
 
   BAL PCR                  0/7                    0/6               0/3                       0/3 (0)              0/0 (0)              -                
*PSI: indeks težine pneumonije (prema engl. Pneumonia severity index) 
 
 
 
Budući su pomoću kulture sputuma osim S. pneumoniae utvrđeni i ostali bakterijski 
uzročnici, te tako utvrđena etiologija kod ukupno 17 ispitanika s izvanbolničkom 
pneumonijom, rezultati preparata po Gramu i kulture sputuma analizirani su i za sve 
bakterijske uzročnike zajedno sa S. pneumoniae. 
Broj dobivenih uzoraka sputuma, adekvatnost uzoraka, pozitivitet preparata po 
Gramu, te pozitivitet kultura sputuma nisu se statistički značajno razlikovali između 
ispitanika u PSI skupinama I-III  i  IV-V (Tablica 15).  
 
Tablica 15. Rezultati preparata po Gramu i kultura sputuma u PSI* skupinama I-V ispitanika s 
izvanbolničkom pneumonijom (N=80). 
                                                                                           p 
___________________________________________________________________      ________________ 
 
        N (%)       I           II                 III        IV                V                I-III vs. IV-V           
                (N=23)          (N=9)           (N=16)         (N=23)            (N=9)      
 
   Dobiveni uzorci   
   sputuma                 19/23             5/9              14/16           20/23                 6/9                 0,823  
   64 (80,0)        
 
   Adekvatni uzorci 
   sputuma                           10/19             4/5              10/14             9/20                 3/6                 0,179 
   36 (56,3)               
 
   Preparat po  
   Gramu                                4/10             0/4                2/10             3/9                  1/3                  0,440 
   10 (27,8)            
 
   Kultura sputuma                 5/10             3/4               4/10              5/9                  0/3                  0,639 
   17 (47,2) 
       
*PSI: indeks težine pneumonije (prema engl. Pneumonia severity index) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5. EVALUACIJA EMPIRIJSKI PRIMJENJENOG ANTIMIKROBNOG 
LIJEČENJA U ODNOSU NA REZULTATE KONVENCIONALNIH I 
MOLEKULARNIH MIKROBIOLOŠKIH  METODA 
  
Antimikrobni lijekovi primjenjeni u empirijskom liječenju ispitanika s izvanbolničkom 
pneumonijom u ovom istraživanju prikazani su u Tablici 16.  
 
Tablica 16. Antimikrobni lijekovi primjenjeni u empirijskom liječenju ispitanika s izvanbolničkom 
pneumonijom (N=80) 
 
Antimikrobni lijek      N (%) 
 
 
Ko-amoksiklav    32 (40,0) 
 
Ceftriakson    21 (26,3) 
 
Makrolidi    16 (20,0) 
 
Kinoloni    12 (15,0) 
 
Aminoglikozidi        8  (10,0) 
 
Klindamicin      2   (2,5) 
 
Amoksicilin        1   (1,3) 
 
Doksiciklin      1   (1,3) 
 
2 ili više antimikrobnih lijekova                21  (26,3) 
istodobno 
 
  
Antimikrobni lijek najčešće primjenjen u empirijskom liječenju bio je ko-amoksiklav, 
a potom ceftriakson, makrolidi i kinoloni. Kombinirano antimikrobno liječenje primjenjeno je 
kod 11 (13,8 %) ispitanika. 
 
 
 
 
 
Empirijski primijenjeno antimikrobno liječenje evaluirano je kod 38 ispitanika s 
utvrđenom etiologijom izvanbolničke pneumonije (Tablica 17).  
Tablica 17. Evaluacija empirijski primijenjenog antimikrobnog liječenja kod ispitanika s dokazanom 
etiologijom izvanbolničke pneumonije (N=38) 
 
Empirijsko antimikrobno liječenje      N (%) 
 
 
Adekvatno      28 (73,7) 
 
Neadekvatno      10 (26,3) 
 
 
Empirijsko antimikrobno liječenje bilo je adekvatno kod 28 (73,7 %) ispitanika s 
dokazanom etiologijom izvanbolničke pneumonije. Bakterijski uzročnici, te primjenjeni 
antimikrobni lijekovi kod deset bolesnika s neadekvatnim empirijskim liječenjem prikazani 
su u Tablici 18.  
Tablica 18. Bakterijski uzročnici i primjenjeni antimikrobni lijekovi kod ispitanika s neadekvatnim 
empirijskim antimikrobnim liječenjem (N=10). 
 
 Bakterijski uzročnik   Empirijski primjenjeni antimikrobni lijekovi 
 
 
1 C. pneumoniae    ceftriakson + klindamicin 
 
2 C. pneumoniae    ko-amoksiklav 
 
3   C. pneumoniae    ko-amoksikalv 
 
4 C. pneumoniae    ceftriakson 
 
5 M. pneumoniae    ko-amoksiklav 
 
6 P. aeruginosa + M. pneumoniae  ceftriakson 
 
7 P. aeruginosa + M. pneumoniae  ceftriakson 
 
8 P. aeruginosa    ko-amoksiklav 
 
9 P. aeruginosa    ceftriakson 
 
10 Legionella spp.    ceftriakson 
  
 
  
  
   
 5. RASPRAVA 
 
Demografske i kliničke karakteristike ispitanika s izvanbolničkom pneumonijom u 
ovom istraživanju bile su slične onima u ostalim provedenim istraživanjima.   
Etiologija izvanbolničkih pneumonija u ovom istraživanju utvrđena je kod 52,5 % 
ispitanika. Ovakav postotak može se naći i u ostalim istraživanjima o izvanbolničkim 
pneumonijama. Iako je etiologija izvanbolničke pneumonije češće utvrđena kod bolesnika 
koji prije pregleda i/ili hospitalizacije u Klinici nisu liječeni antimikrobnim lijekovima, ova 
razlika nije bila statistički značajna. 
Prema očekivanjima, najčešći bakterijski uzročnik bio je S. pneumoniae koji je 
utvrđen kod 31,3 % ispitanika, dok su atipični bakterijski uzročnici utvrđeni kod ukupno 
16,3 % ispitanika s izvanbolničkom pneumonijom2-6. Na trećem mjestu po učestalosti 
nalazio se H. influenzae. 
U ovom istraživanju su kod 8,8 % ispitanika s utvrđenom etiologijom izvanbolničke 
pneumonije istovremeno bila prisutna dva bakterijska uzročnika. Značenje miješane 
etiologije kod izvanbolničkih pneumonija još uvijek je nepoznato jer je teško procijeniti 
kakvu ulogu pojedini od otkrivenih uzročnika ima u patogenezi bolesti. U literaturi o tome 
postoje potpuno suprotni stavovi. Neki autori smatraju da su izvanbolničke pneumonije 
miješane etiologije zaista moguće. Pri tome u nekim  slučajevima oba uzročnika mogu 
doprinijeti nastanku bolesti, dok u drugima infekcija s jednim patogenom može pogodovati 
da drugi postane uzročnikom izvanbolničke pneumonije kao što infekcija s virusom 
influence može pogodovati nastanku sekundarne pneumonije uzrokovane sa S. aureus ili 
S. pneumoniae. Sličan mehanizam mogao bi vrijediti i za ostale kombinacije uzročnika 
izvanbolničkih pneumonija126. U istraživanjima se dva patogena istovremeno nađu kod 5-
38 % izvanbolničkih pneumonija  ovisno  
o dijagnostičkim postupcima koji se koriste9,15-20,127. U prilog tome da bi ove miješane 
infekcije zaista mogle biti važne, govore istraživanja koja pokazuju da je kombinirano  
empirijsko antimikrobno liječenje koje uključuje i  makrolide povezano s nižim mortalitetom 
kod bolesnika s pneumokoknom pneumonijom i bakterijemijom128,129. Potpuno suprotno, 
neki autori smatraju da izvanbolničku pneumoniju, osim u slučaju aspiracijske pneumonije 
i anaerobnih plućnih apscesa, uvijek uzrokuje samo jedan uzročnik, te da miješane 
infekcije zapravo ne postoje130. Tome u prilog govori i istraživanje u kojem je kod bolesnika 
s izvanbolničkom pneumonijom u uzorcima samog plućnog tkiva uvijek nađen samo jedan 
uzročnik, a ne više njih22.   
 U ovom istraživanju je u miješanim infekcijama kao najčešći uzročnik bio prisutan 
S. pneumoniae. Bio je prisutan kod 71,4 % (N=5) ovih slučajeva  i to najčešće u 
kombinaciji s H. influenzae. S obzirom da je pneumokok utvrđen kod ukupno 25 ispitanika 
s izvanbolničkom pnemonijom, to drugim riječima znači da je kod svakog petog ispitanika 
bio prisutan istodobno s nekim drugim bakterijskim uzročnikom. Prevladavanje 
pneumokoka u izvanbolničkim pneumonijama miješane etiologije zabilježeno je i u drugim 
istraživanjima15,17,21,126,131. U jednom od njih je kao i u ovom najčešća kombinacija bila S. 
pneumoniae i H. influenzae21. 
 U nekim istraživanjima miješane infekcije osobito često su zabilježene kod 
bolesnika sa serološki dokazanom C. pneumoniae infekcijom18,132,133. Moguća uloga  
C. pneumoniae u miješanim infekcijama pokušava se objasniti pomoću ciliostatskog 
učinka. Naime, dokazano je da C. pneumoniae uzrokuje ciliostazu bronhalnih epitelnih 
stanica, a na taj način stvara uvjete u kojima neki drugi uzročnik može uzrokovati 
infekciju134. U ovom istraživanju C. pneumoniae nije utvrđena niti kod jednog ispitanika  s 
miješanom etiologijom izvanbolničke pneumonije, već je uvijek bila prisutna samostalno. 
Istraživanja s ovakvim rezultatima već su objavljena126. 
Od ostalih kombinacija iznenađuje ona P. aeruginosa i M. pneumoniae koja u 
dosadašnjim istraživanjima nije navedena, a u ovom istraživanju utvrđena je kod 2 
ispitanika. Kod prvog ispitanika s otprije prisutnim KOPB-om kao predisponirajućim 
čimbenikom, P. aeruginosa izoliran je u uzorku sputuma uz istovremeno pozitivan M. 
pneumoniae IgA. Ulogu P. aeruginosa u ovog ispitanika s izvanbolničkom pneumonijom 
teško je procijeniti jer je kod 25 % bolesnika s KOPB-om kolonizacija bakterijama prisutna 
čak i u stabilnoj fazi bolesti. S druge strane, novija istraživanja su pokazala da Legionella 
spp., C. pneumoniae i M. pneumoniae nemaju ulogu niti u stabilnoj fazi bolesti niti u 
egzacerbacijama KOPB-a135. Stoga pojedinačnu ulogu ovih dvaju uzročnika kod ovog 
bolesnika ne možemo sa sigurnošću odrediti: jesu li oba uzročnika zajedno sudjelovala u 
nastanku pneumonije ili je M. pneumoniae bila uzročnik, a P. aeruginosa samo inače 
prisutna kolonizacija kod ovog bolesnika s KOPB-om? Kod drugog ispitanika bez KOPB-a, 
ali s antimikrobnim lijekovima primjenjenim prije hospitalizacije, 105 CFU/mL P. aeruginosa 
izolirano je u BAL-u uz istovremeno pozitivan M. pneumoniae IgA. S obzirom na 
kvantitativni nalaz u BAL-u uloga P. aeruginosa u etiologiji izvanbolničke pneumonije kod 
ovog ispitanika ne bi trebala biti upitna. Potrebna su daljnja istraživanja da bi se točnije 
utvrdila međusobna povezanost ovih dvaju uzročnika kod bolesnika s izvanbolničkom 
pneumonijom. 
Mogućnost da neke od miješanih infekcija u ovom ispitivanju zapravo predstavljaju 
lažno-pozitivne rezultate dijagnostičkih testova ne može se potpuno isključiti. Naime, već 
je spomenuto da niti za jednog od navedenih bakterijskih uzročnika izvanbolničkih 
pneumonija trenutno ne postoji dijagnostički zlatni standard visoke osjetljivosti i 
specifičnosti, kao i činjenica da su navedeni stavovi u literaturi koji se odnose na miješane  
infekcije suprotni. 
U nekim istraživanjima kod bolesnika s miješanim pneumonijama češće su nego li 
u monomikrobnim utvrđeni pleuralni izljevi, hipoksemija, te visoki PSI indeks, iako ove 
razlike nisu bile statistički značajne126.  U ovom istraživanju učestalost miješanih infekcija 
između bolesnika u PSI skupinama I-III i IV-V nije se statistički značajno razlikovala (10,4 
% vs 6,3; p=0,414). PaO2 i SaO2 bili su sniženi kod dva, a pleuralni izljev postojao je  kod 
jednog od ovih bolesnika 
U nekim istraživanjima utvrđena je veća učestalost S. pneumoniae kod bolesnika 
starijih od 60 godina, a atipičnih  uzročnika, osobito M. pneumoniae, kod onih mlađih od 
60 godina16,19,136. U ovom istraživanju najčešći bakterijski uzročnik u svim dobnim 
skupinama bio je S. pneumoniae, a učestalost pojedinih bakterijskih uzročnika nije se 
statistički značajno razlikovala između ispitanika mlađih i starijih od 60 godina.  Sličnost 
između različitih dobnih skupina s obzirom na moguće bakterijske uzročnike pokazuje da 
empirijski primjenjeno antimikrobno liječenje uvijek, bez obzira na dob bolesnika, mora 
prvenstveno biti usmjereno na pneumokok. 
 Značenje preparata po Gramu i kulture sputuma u dijagnostici izvanbolničkih 
pneumonija i utjecaj na antimikrobno liječenje bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom 
još uvijek je kontroverzno. Neki autori smatraju da ove metode imaju velike nedostatke u 
smislu niske osjetljivosti, problematične pouzdanosti zbog moguće kontaminacije uzorka 
florom gornjih dišnih putova i kao posljedica toga neznatno utječu na odluku o liječenju 
bolesnika24,25,137. Drugi pak autori smatraju uzorak sputuma korisnim u početnoj evaluaciji 
bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom27,29.  
Ovo istraživanje omogućilo je evaluaciju preparata po Gramu i kulture sputuma u 
svakodnevnoj praksi. Njegovi rezultati dovode do zaključka da se uzorci sputuma mogu 
dobiti kod velikog postotka bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom (80,0 %), ali su često 
nepravilno uzeti i kontaminirani florom gornjeg respiratornog sustava (43,7 % uzoraka 
sputuma u ovom istraživanju bilo je neadekvatno).  
Odluke o empirijskom antimikrobnom liječenju kliničari ponekad temelje na nalazu 
preparata po Gramu kao brzoj mikrobiološkoj metodi.  Rezultati ovog istraživanja pokazali 
su ograničeno značenje preparata po Gramu iz uzoraka sputuma kao temelja za izbor 
antimikrobnog liječenja kod bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom. Naime, na temelju 
pozitivnog preparata po Gramu izbor antimikrobnog lijeka bio je moguć samo u 10 (12,5 
%) od ukupno 80 bolesnika.  
Utjecaj prethodno primjenjenog antimikrobnog liječenja na rezultate preparata po 
Gramu i kulture sputuma već je dokazan24,29,138. Rezultati ovog istraživanja također su 
pokazali da je kultura sputuma rjeđe pozitivna kod bolesnika koji su prethodno primali 
antimikrobne lijekove (22,2 % vs 72,2 %; p=0,003). Utjecaj prethodno primjenjenog 
antimikrobnog liječenja na rezultate preparata po Gramu u ovom istraživanju nije dokazan 
(27,8 % vs. 27,8 %; p=0,644). 
Iako rezultati ovog istraživanja pokazuju ograničenu dijagnostičku vrijednost 
preparata po Gramu i kulture sputuma, te se čini da su u skladu s novijim trendovima koji 
umanjuju ulogu ovih dijagnostičkih testiranja, što se odražava i u novijim preporukama 
stručnih društava, neophodno je naglasiti da je značenje uspješno izoliranog uzročnika s 
testom osjetljivosti na antimikrobne lijekove neprocjenjivo. Ono omogućuje da se 
primjenjuju antimikrobni lijekovi usmjereni na otkrivenog bakterijskog uzročnika kod 
pojedinog bolesnika, da se deeskalacijom izbjegne bespotrebna upotreba antimikrobnih 
lijekova širokog spektra djelovanja, a time se smanjuju i troškovi liječenja, moguće 
nuspojave kao i razvoj rezistencije uslijed selektivnog antibiotskog pritiska. 
Već je u u uvodu navedeno da je, za razliku od imunokompromitiranih bolesnika i 
bolesnika s VAP-om, dijagnostičko značenje BAL-a kod imunokompetentnih bolesnika s 
izvanbolničkom pneumonijom zbog malog broja istraživanja još uvijek nejasno34,35, 139-143.   
Čak i malobrojna provedena istraživanja napravljena su u uvjetima koji ne odražavaju 
rutinsku kliničku praksu. Naime, uzorci BAL-a u tim istraživanjima uzimani su odmah po 
primitku u bolnicu (unutar 24-48 sati), te kod bolesnika kod kojih još nisu primjenjeni 
antimikrobni lijekovi. Stoga niti rezultati ovih istraživanja ne iznenađuju. Kod Jimenez i 
suradnika kvantitativne kulture BAL-a uzetog prije primjene antimikrobnog liječenja bile su 
pozitivne kod 77 % (31/40) bolesnika s  umjereno teškom izvanbolničkom pneumonijom141. 
Još bolji rezultati bili su kod Dalhoff i suradnika koji su utvrdili pozitivne kulture BAL-a prije 
primjene antimikrobnog liječenja kod 94 % (15/16) bolesnika s teškom pneumonijom142.  U 
svakodnevnoj kliničkoj praksi ovakvi su slučajevi iznimni jer se kod većine bolesnika s 
izvanbolničkom pneumonijom  bronhoskopska pretraga indicira tek u slučaju terapijskih i 
dijagnostičkih poteškoća, a većina ovih bolesnika uspješno se liječi bez potrebe za ovom 
invazivnom dijagnostičkom pretragom. Do sada je provedeno samo jedno istraživanje u 
kojem je dijagnostičko značenje BAL-a kod izvanbolničkih pneumonija evaluirano u 
rutinskoj kliničkoj praksi. U tom istraživanju je kultura BAL-a bila  pozitivna kod svega 8 od 
71 (11,2 %) bolesnika, pri čemu su svi bolesnici prije bronhoskopske pretrage primili 
antimikrobno liječenje, a prosječno trajanje hospitalizacije prije napravljene bronhoskopske 
pretrage bilo je 9,9 dana34. Utjecaj antimikrobnog liječenja na rezultate kulture BAL-a 
dokazan je u više istraživanja139,142,143. I u ovom istraživanju je kod svih bolesnika s 
izvanbolničkom pneumonijom prije uzimanja uzorka BAL-a primjenjeno antimikrobno 
liječenje, a kultura BAL-a bila je pozitivna kod 6 (31,6 %) od ukupno 19 bolesnika kod kojih 
je  uzorak BAL-a uzet.  
Značenje hemokultura, kao i uzoraka sputuma, u dijagnostici izvanbolničkih 
pneumonija i njihov utjecaj na antimikrobno liječenje bolesnika s izvanbolničkom 
pneumonijom još uvijek je kontroverzno, te se neprestano preispituje, tim više što ova 
pretraga nije jeftina. Novija istraživanja sve više govore o njihovom malom značenju u 
dijagnostici izvanbolničkih pneumonija. Campbell i suradnici utvrdili su samo 2,1 % (6/289) 
pozitivnih hemokultura kod bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom144. Benenson i 
suradnici utvrdili su 3,4 % (23/684) pozitivnih hemokultura koje nisu utjecale na 
antimikrobno liječenje bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom, te su preporučili da se   
kod   ovih   bolesnika   one   ne   uzimaju145.     Rezultati ovih novijih istraživanja  
utjecali su i na već spomenute preporuke stručnih društava. Tako preporuke Američkog 
društva za infektivne bolesti (IDSA) i Američkog torakalnog društva (ATS) preporučuju 
selektivno uzimanje uzoraka sputuma kao i hemokultura. Treba ih uzeti prije primjene 
antimikrobnog liječenja samo kod hospitaliziranih bolesnika s izvanbolničkom 
pneumonijom koji imaju kliničku indikaciju kao što je teška pneumonija, primitak u JIL, 
neuspješno ambulantno primjenjeno antimikrobno liječenje, leukopenija, kronična bolest 
jetre, etilizam, splenektomija, itd.  dok kod bolesnika bez navedenih indikacija uzimanje 
navedenih uzoraka nije obavezno52 . Slično kao u nekim drugim istraživanjima, i u ovom 
su istraživanju sve hemokulture (N=11) ostale sterilne25. Objašnjenje bi moglo biti 
prethodno primjenjeno antimikrobno liječenje kod 1 bolesnika, te blaga pneumonija (PSI 
skupina I-III) kod 7 bolesnika s uzetom hemokulturom. Naime, u istraživanjima je utvrđeno 
da su hemokulture češće pozitivne kod bolesnika s težom pneumonijom kao i utjecaj 
prethodno primjenjenog antimikrobnog liječenja na rezultate hemokultura33, 146,147.  
Najuspješnija metoda za dijagnostiku izvanbolničke pneumonije uzrokovane sa S. 
pneumoniae u ovom istraživanju bila je otkrivanje pneumokoknog antigena u urinu kao što 
je bio slučaj i u nekim prethodnim istraživanjima117,148. Većina od 25 pneumokoknih 
infekcija otkrivene su uglavnom pomoću pneumokoknog antigena u urinu (N=16; 64,0 %). 
Kod 13 (52,0 %) slučajeva pneumokokni antigen u urinu bio je jedini pozitivan test za S. 
pneumoniae i kod ovih bolesnika je omogućio dijagnozu koju ostale metode nisu. Kod 3 
bolesnika s pozitivnim pneumokoknim antigenom u urinu prethodno su bili primjenjeni 
antimikrobni lijekovi. 
PCR za S. pneumoniae bio je negativan u svih 77 uzoraka seruma. Dakle, kod 
bolesnika čije su hemokulture ostale sterilne (N=11) bili su PCR-negativni i uzorci seruma. 
Ovakvi rezultati na uzorcima seruma govore u prilog onih autora koji smatraju da PCR na 
ovim uzorcima nije koristan test u dijagnostici pneumokokne pneumonije72,73.  
 PCR-negativni rezultati na uzorcima periferne krvi, ponekad i kod pneumokokne 
bakterijemije dokazane u hemokulturi, pokušavaju se u literaturi protumačiti na različite 
načine: 
a) niskom koncentracijom S. pneumoniae (broj mikroorganizama po mililitru krvi), a   
    time i  pneumokokne DNA u krvi tijekom bakterijemije, 
b) prethodno primjenjenim antimikrobnim liječenjem, 
c) nepotpuno odstranjenim inhibitorima prisutnim u uzorku,  
d) visokom razinom prisutne humane DNA u uzorku, 
e) razgradnjom pneumokokne DNA tijekom čuvanja uzoraka i 
f) malim volumenom uzorka krvi odnosno seruma koji se koristi za izolaciju 
DNA64,66,68,69,72,73,124.    
Činjenica da koncentracija pneumokoka u krvi tijekom bakterijemije može biti vrlo 
niska dokazana je kod djece. U istraživanju u kojem je S. pneumoniae bio izoliran u 
hemokulturi kod 22 djece, kod njih 23 % bilo je prisutno <1 bakterije/ml, kod 27 % 1-9 
bakterija/ml, kod 23 % 10-100 bakterija/ml i kod 28 % >100 bakterija /ml. Dakle, kod 50 % 
djece u krvi je bilo prisutno <10 bakterija/ml68. Analogno tome niti PCR u uzorcima pune 
krvi kod djece s pneumokoknom pneumonijom nije pokazao dobre rezultate. Naime, uzorci 
pune krvi u djece s pozitivnom hemokulturom bili su PCR-negativni. Autori su ovaj nalaz 
protumačili kao posljedicu gore navedenih niskih koncentracija bakterija u krvi čemu 
pridonosi i mali volumen uzorka koji se koristi za izolaciju DNA149.  
Utjecaj antimikrobnog liječenja na rezultate PCR za S. pneumoniae u uzorcima krvi 
opisalo je nekoliko autora. Dagan i suradnici nisu detektirali prethodno dokazanu 
pneumokoknu DNA u serumu bolesnika 48 sati nakon početka antimikrobnog liječenja66.  
Kod Toikka i suradnika kod 2 bolesnika s pozitivnom hemokulturom PCR u uzorcima krvi 
bio je negativan, ali su uzorci krvi za PCR bili uzeti 2-5 dana nakon hemokultura, a u tom 
vremenu su bolesnici primali antimikrobne lijekove68. U nekim pak istraživanjima PCR je  
pokazao dobre rezultate u detekciji pneumokoka u krvi kod bolesnika prethodno liječenih 
antimikrobnim lijekovima70,150,151. Očito je da se rezultati o utjecaju antimikrobnog liječenja 
na PCR vrlo razlikuju između pojedinih istraživanja. U ovom istraživanju antimikrobno 
liječenje primjenjeno je prije pregleda i/ili hospitalizacije u Klinici kod 31,2 % (24/77) 
ispitanika s PCR-negativnim rezultatima u uzorcima seruma. 
Klinički uzorci mogu sadržavati čimbenike koji djeluju inhibitorno na PCR reakciju, 
te mogu biti uzrokom lažno-negativnih rezultata. Prisutnost inhibitora do sada je utvrđena 
u različitim vrstama kliničkih uzoraka kao što su krv i njene frakcije (serum, plazma, 
leukociti), uzorci iz respiratornog i urogenitalnog sustava, cerebrospinalni likvor itd. 
Osobito velik broj inhibitora otkriven je u uzrocima krvi. Najpoznatiji je hemoglobin čiji 
porfirinski prsten može inhibirati PCR reakciju vezivanjem Taq DNA polimeraze. 
Inhibitorno djelovanje u uzorcima krvi mogu imati i leukocitna DNA, IgG i antikoagulansi. 
Za mnoge inhibitore točan mehanizam djelovanja još uvijek je nepoznat65,152,153,154. 
Prisutnost inhibitora u kliničkim uzorcima može se otkriti uključivanjem istodobne 
amplifikacije humanih ß-globinskih gena, upotrebom specifičnih pozitivnih internih 
kontrola, te pomoću spiking-a. Postoje i postupci kojima se inhibitori mogu ukloniti iz 
kliničkih uzoraka ili barem umanjiti njihovo djelovanje. To se može postići razrjeđivanjem 
uzoraka, njihovim zagrijavanjem (denaturacija inhibitora proteinskog sastava), te 
odgovarajućim postupcima izolacije DNA58,155. U ovom istraživanju za utvrđivanje 
prisutnosti inhibitora u PCR-negativnim uzorcima seruma i BAL-a korišten je spiking, a za 
uklanjanje eventualno prisutnih inhibitora iz uzoraka seruma korišteno je razrjeđivanje 
uzoraka pooliranjem kako je opisano u literaturi124,125. Prisutnost inhibitora utvrđena je u 
jednom uzorku seruma, dok inhibitori u uzorcima BAL-a nisu otkriveni. U ostalim sličnim 
istraživanjim broj uzoraka krvi s utvrđenom inhibicijom PCR reakcije varirao je69,72,73,124,149. 
U jednom takvom istraživanju uzorci krvi pokazivali su inhibiciju PCR reakcije kada je 
korištena standardna fenol-kloroform izolacija DNA, ali je inhibicija nestala nakon 
ponovljene izolacije DNA komercijalnim kitom, sličnom onom koji je korišten i u ovom 
istraživanju69. Metoda izolacije DNA, protokol za PCR reakciju, kao i početnice za gen 
pneumolizina korišteni u ovom istraživanju već su uspješno korišteni u ranije provedenim 
istraživanjima. 
U kliničkim uzorcima PCR reakcijom se mala količina mikrobne DNA mora otkriti u 
okruženju koje sadrži eukariotski genetski materijal. Humana DNA pri tome može 
interferirati s PCR reakcijom. U uzorcima krvi humana leukocitna DNA može djelovati 
inhibitorno tako da kompeticijom ometa vezivanje početnica za ciljanu sekvencu. Štoviše, 
inhibitorno djelovanje može biti jednostavno posljedica otežane difuzije svih komponenti u 
reakcijskoj smjesi zbog prisutnosti dugih lanaca humane DNA. Neki autori preporučuju da 
se pri izolaciji DNA iz uzoraka krvi ispiranje radi 5 puta, te da uzorak dobiven izolacijom ne 
sadrži više od 4 µg DNA156. U ovom istraživanju prema protokolu koji je korišten za 
izolaciju DNA, ispiranje je rađeno 4 puta kako je navedeno u preporuci proizvođača kita za 
izolaciju. Prema navodima proizvođača količina nukleinske kiseline dobivena izolacijom iz 
200 µl pune krvi iznosi 3-6 µg, ali je u ovom istraživanju bila manja od navedene jer su 
korišteni uzorci seruma u kojima je za očekivati manja količina leukocitne DNA nego li u 
uzorcima pune krvi. Može se zaključiti da su oba uvjeta kojima se može smanjiti utjecaj 
leukocitne DNA na rezultate PCR reakcije u ovom istraživanju bila zadovoljena. 
Razgradnja pneumokokne DNA moguća je pri nepravilnom čuvanju uzoraka, te 
njihovom ponovnom zamrzavanju i odmrzavanju. Unatoč tome što su u ovom istraživanju 
svi klinički uzorci podijeljeni u manje alikvote da se izbjegne ponovno zamrzavanje i 
odmrzavanje, te pohranjeni u tekućem dušiku, a pripravci izolirane DNA na -200 C, utjecaj 
razgradnje pneumokokne DNA ne može se sa sigurnošću isključiti. Ipak, dokazano je da 
niti inkubacija S. pneumoniae odnosno pneumokokne DNA u punoj krvi na 40C tijekom 12 
dana ne utječe na amplifikaciju pneumokokne DNA64. 
Mali volumen uzorka krvi odnosno seruma (200 µ) koji je u većini istraživanja 
korišten za izolaciju DNA svakako je jedan od čimbenika koji treba uzeti u obzir pri 
razmatranju negativnih PCR rezultata, posebno s obzirom na već spomenutu dvojbenu 
koncentraciju pneumokokne DNA u bolesnika s bakterijemijom. U najnovijem nedavno 
objavljenom istraživanju je za izolaciju DNA korišten veći volumen pune krvi (1 ml), a u 
reakcijskoj smjesi je također korišten veći volumen pripravka izolirane DNA (21 µl). 
Korištena je real-time PCR metoda koja je dala pozitivne rezultate i u bolesnika sa 
sterilnom hemokulturom157. 
PCR za S. pneumoniae bio je pozitivan kod 3 (15,8 %) od ukupno 19 uzoraka BAL-
a. Kod dva od ukupno tri ispitanika kod kojih je PCR za S. pneumoniae u uzorku BAL-a bio 
pozitivan, to je bila i jedina metoda kojom je S. pneumoniae utvrđen i kod ovih bolesnika 
je, za razliku od ostalih metoda, omogućio postavljanje etiološke dijagnoze unatoč tome 
što su bolesnici prethodno liječeni antimikrobnim lijekovima. Stoga nije neobično da su 
kulture BAL-a kod ovih bolesnika bile negativne. Na temelju ovih rezultata može se 
zaključiti da se BAL PCR-om za S. pneumoniae, čak i ako je već primjenjeno antimikrobno 
liječenje, mogu dijagnosticirati dodatni slučajevi pneumokokne pneumonije koje nije 
moguće otkriti konvencionalnim metodama. Problem predstavlja činjenica da je 
fiberoptička bronhoskopija invazivni postupak koji se izvodi samo kod određenih bolesnika 
s izvanbolničkom pneumonijom – kod neuspješnog antimikrobnog liječenja odnosno sporo 
regredirajućih i neregredirajućih pneumonija (engl. nonresolving pneumonia). Ova 
činjenica umanjuje ulogu BAL PCR-a kao brze metode u ranoj dijagnostici pneumokokne 
pneumonije, te mijenja ulogu PCR-a u njezinoj dijagnostici. Umjesto kod tek primljenog 
bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom, PCR ovime postaje važan kod bolesnika kod 
kojeg je započeto antimikrobno liječenje neuspješno, te se indicira bronhoskopska 
pretraga, a PCR na uzorku BAL-a jedna je od dijagnostičkih metoda koju bi trebalo 
napraviti na dobivenom uzorku zbog eventualnog razjašnjenja etiologije i donošenja 
odluke o daljnjem liječenju bolesnika. Naime, s obzirom da je bolesnik tada obično već 
više dana pod djelovanjem antimikrobnih lijekova, kultivacija, pa čak i takvog uzorka kao 
što je BAL, teško će dokazati pneumokok kao uzročnika pneumonije što je vidljivo i iz 
rezultata ovog ispitivanja gdje je u u samo jednom uzorku BAL-a S. pneumoniae izoliran u 
kulturi. Do sada je provedeno samo jedno istraživanje u kojem je PCR za S. pneumoniae 
evaluiran na uzorcima BAL-a. U tom istraživanju korišten je multiplex PCR koji je osim 
početnica za H. influenzae, M. pneumoniae i C. pneumoniae uključivao i početnice 
specifične za lytA gen S. pneumoniae. U tom istraživanju S. pneumoniae je pomoću 
kulture otkriven u BAL-u kod 6.4 % (10/156) bolesnika, a multiplex PCR-om kod 28 % 
(44/156) bolesnika s infekcijom donjeg respiratornog sustava. Od 103 bolesnika koji su 
liječeni antimikrobnim lijekovima prije bronhoskopske pretrage, S. pneumoniae bio je 
otkriven pomoću kulture kod 2.9 %, a pomoću multiplex PCR-a kod njih 31,0 %. Ovo 
istraživanje pokazalo je da bi PCR na uzorcima BAL-a bio korisna dijagnostička metoda 
kod bolesnika prethodno liječenih antimikrobnim lijekovima78.  U našem istraživanju 
BAL PCR za S. pneumoniae bio je također češće pozitivan (N=3, 15,8 %) od kulture BAL-
a (N=1, 5,3 %), ali razlika nije bila statistički značajna (p=0,302). Iako je možda broj 
uzoraka u našem istraživanju premalen (N=19), veći postotak BAL PCR-pozitivnih 
rezultata kod bolesnika prethodno liječenih antimikrobnim lijekovima u navedenom 
istraživanju (31,0 %) u odnosu na naše (15,8 %) ne iznenađuje. Za razliku od našeg 
istraživanja u kojem su uzorci BAL-a uzimani u slučaju terapijskih i dijagnostičkih 
poteškoća, što znači nekoliko dana od primitka, u navedenom istraživanju uzorci BAL-a 
uzeti su kod svih bolesnika unutar 24 sata od primitka u bolnicu. Za očekivati je da je 
utjecaj antimikrobnih lijekova u navedenom istraživanju bio manji nego li u našem, pa 
stoga i veći postotak pozitivnih BAL PCR rezultata. S druge strane, naše istraživanje 
daleko točnije odražava kakve su mogućnosti ove metode u svakodnevnoj rutinskoj praksi.    
          Za razliku od malobrojnih PCR-pozitivnih rezultata u uzorcima krvi kod djece s 
pneumonijom, Lahti i suradnici PCR metodom na uzorcima pleuralnih izljeva kod djece s 
empijemom povećali su stopu detekcije S. pneumoniae sa 8 % na 75 % u usporedbi s 
kultivacijom149. Analogno tome, negativni PCR-rezultati na uzorcima seruma, a pozitivni na 
uzorcima BAL-a u našem istraživanju upućuju na zaključak da PCR metodu u dijagnostici 
pneumokokne pneumonije ne treba izvoditi na uzorcima krvi, već na uzorcima dobivenim s 
mjesta infekcije, odnosno iz respiratornog sustava. Za pretpostaviti je da se samo tamo 
pneumokok nalazi u dovoljnom broju da ga PCR svojim pragom detekcije može obuhvatiti, 
dok je u krvi njegova koncentracija preniska.  
M. pneumoniae je u ovom istraživanju utvrđena kod 7 (8,8 %) ispitanika. Poznato 
je da se infekcije s M. pneumoniae javljaju tijekom cijele godine, bez znatnijeg sezonstva, 
a epidemije svake 4-8 godina. U Hrvatskoj je u 2002. godini, kada nije bilo epidemije, 
učestalost M. pneumoniae među atipičnim uzročnicima bila 6 %158 Zadnja epidemija u 
Hrvatskoj zabilježena je 2004. godine kada je prema podacima Hrvatskog zavoda za javno 
zdravstvo 36 % atipičnih pneumonija bilo uzrokovano s M. pneumoniae. Učestalost M. 
pneumoniae među bakterijskim uzročnicima utvrđena u ovom istraživanju (8,8 %) u skladu 
je sa činjenicom da se Hrvatska trenutno nalazi u međuepidemijskom razdoblju. 
Srednja dob (± SD) ispitanika s dokazanom M. pneumoniae u ovom istraživanju 
bila je 70,5 godina. Ovaj rezultat u skladu je s ostalim istraživanjim koja pokazuju da ona 
može biti uzročnik pneumonije i u starijim dobnim skupinama42,43,44,82. 
U ovom istraživanju kod 6 ispitanika sa serološki dokazanom M. pneumoniae PCR 
rezultati bili su negativni i obrnuto, kod 1 bolesnika s PCR-pozitivnim rezultatom M. 
pneumoniae serološki nije dokazana. Ovi rezultati govore u prilog činjenici da, unatoč 
naprednoj in vitro tehnologiji, sam PCR nije uvijek dovoljan za dijagnozu respiratornih 
infekcija uzrokovanih s M. pneumoniae. Naime, nekoliko je istraživanja pokazalo da postoji 
slaba korelacija između serološkog odgovora i pozitivnih PCR rezultata kod bolesnika s 
pneumonijom uzrokovanom s M. pneumoniae86,87,88. Za bolesnike s PCR-pozitivnim 
rezultatom kod kojih M. pneumoniae nije serološki dokazana prema literaturi postoji 
nekoliko objašnjenja46. Prvo, prisutnost M. pneumoniae u respiratornom sustavu nije uvijek 
povezana sa prisutnošću kliničkih simptoma. Ona može biti prisutna u ždrijelu 5,1-13,5 % 
zdravih odraslih osoba. Ovakvo prolazno asimptomatsko kliconoštvo može biti posljedica 
njezine perzistencije nakon bolesti ili se može raditi o pravoj infekciji koja je u fazi 
inkubacije, jer ne treba zaboraviti da inkubacija kod respiratornih infekcija s M. 
pneumoniae traje otprilike 3 tjedna. Drugo, serološkog odogovora nema ako se radi o 
ranom stadiju bolesti. Treće, serološkog odgovora nema niti kod imunokompromitiranih 
bolesnika. Može se zaključiti da prisutnost M. pneumoniae u uzorcima iz respiratornog 
sustava ne mora biti siguran dokaz da je ona uzročnik pneumonije kod tog bolesnika. 
Međutim, prisutnost kliničkih znakova pneumonije i pozitivni PCR-rezultat ukazuju na 
mikoplazmatsku etiologiju bolesti i predstavljaju indikaciju za primjenu odgovarajućeg 
antimikrobnog liječenja. U ovom istraživanju PCR za M. pneumoniae bio je pozitivan kod 
80-godišnjeg ispitanika s kliničkom slikom izvanbolničke pneumonije kod kojeg su sve 
ostale mikrobiološke pretrage bile negativne, te se kod njega izostanak serološkog 
odgovora može protumačiti činjenicom da je uzorak seruma uzet rano u tijeku bolesti ili je 
pak serološki odgovor bio manjkav zbog njegove visoke životne dobi. Značajno niži titrovi 
protutijela na M. pneumoniae kod starijih bolesnika već su utvrđeni u drugim 
istraživanjima, a u jednom istraživanju su čak bolesnici s PCR-pozitivnim rezultatom bez 
dokazanog serološkog odgovora bili značajno stariji od bolesnika s pozitivnim serološkim 
nalazom82. Novi uzorak seruma 1-2 tjedna kasnije koji bi trebalo ispitati kod našeg 
bolesnika nije dobiven. Obrnuti slučajevi, odnosno PCR-negativni rezultati kod bolesnika 
sa serološki dokazanom M. pneumoniae u literaturi se objašnjavaju kao posljedica učinka 
antimikrobnog liječenja   ili   djelovanja imunološkog sustava domaćina. Dakle, iako M. 
pneumoniae može perzistirati u respiratornom sustavu nekih bolesnika i nekoliko mjeseci, 
rjeđe se detektira u kasnijim stadijima bolesti kada je nastao serološki odgovor. Za razliku 
od pozitivnih PCR-rezultata, porast titra specifičnih protutijela uvijek je pouzdan dokaz 
svježe infekcije s M. pneumoniae46. Rezultati ovog istraživanja govore u prilog onih autora 
koji smatraju da za M. pneumoniae PCR nema prednosti pred serološkim 
metodama70,159,160. Ovakvom stavu dodatno doprinosi današnja mogućnost određivanja 
IgA protutijela koja se mogu otkriti već u akutnoj fazi bolesti, pa niti rano otkrivanje 
etiologije, inače jedna od glavnih osobina PCR-a, ovdje nema značajnu ulogu. On može 
biti koristan u onih bolesnika u kojih se ne stvara serološki odgovor kao što su osobe 
starije životne dobi (poput ranije opisanog 80-godišnjeg ispitanika) i imunokompromitirani 
bolesnici uopće.  
 Legionella species je u ovom istraživanju utvrđena kod 2 (2,5 %) ispitanika. Sa 
ovakvom učestalošću utvrđena je i u ostalim sličnim istraživanjima2,70,159,161.  
 Kod oba ispitanika etiološka dijagnoza postavljena je na temelju pozitivnog 
antigena za L. pneumophila serogrupa 1 u urinu. Istodobno negativna IgG i IgM protutijela 
za L. pneumophila serogrupa 1-7 kod jednog od ova dva bolesnika kod kojeg je uzorak 
seruma bio dostupan lako se mogu objasniti. Naime, glavno ograničenje serološke 
dijagnostike legioneloze jest kasni nastanak serokonverzije, u većini slučajeva nakon 3-4, 
ali ponekad i nakon više od 10 tjedana. S obzirom da je kod bolesnika bio dostupan samo 
uzorak akutne faze bolesti, negativni serološki nalaz ne iznenađuje. 
 Kod dva ispitanika bila su negativna IgM, a pozitivna IgG protutijela za L. 
pneumophila serogrupa 1-7, pa je ove rezultate bilo teško protumačiti bez seruma 
konvalescentne faze bolesti koji nisu bili dostupni. Kod jednog ispitanika radilo se o teškoj 
pneumoniji (PSI skupina V) kakvu legionele inače mogu uzrokovati, ali uzorak urina za 
otkrivanje antigena, kao ni uzorak sputuma ni BAL-a za PCR kod tog ispitanika nisu  
dobiveni.   Sve   ostale   mikrobiološke   pretrage   bile   su   negativne.  Radilo      
se o ispitaniku kod kojeg je istovremeno bilo prisutno više čimbenika koji inače povećavaju 
rizik od infekcije legionelom (teška pneumonija, pušač, KOPB, imunokompromitiran zbog 
karcinoma pluća). Međutim, na temelju samo jednog uzorka s pozitivnim IgG bez dokaza 
dinamike titra ne može se znati radi li se o akutnoj ili nekoj prošloj infekciji s 
legionelom51,162.  Kod drugog ispitanika radilo se o blažoj pneumoniji koja je nakon 
početnog neuspješnog liječenja ko-amoksiklavom prije hospitalizacije regredirala na 
kombinirano liječenje ceftriaksonom i azitromicinom. Antigen za L. pneumophila serogrupa 
1 u urinu bio je negativan kao i PCR za Legionella spp. u sputumu. Svi ostali mikrobiološki 
nalazi također su bili negativni. Antigen u urinu može biti negativan u slučaju legioneloze 
uzrokovane nekom drugom serogrupom L. pneumophila. PCR rezultat u uzorku sputuma 
može ostati negativan ako uzorak nije uzet u ranoj fazi bolesti kada je veća vjerojatnost da 
bude pozitivan51. Niti kod ovog ispitanika na temelju samo jednog uzorka s pozitivnim IgG 
bez dokaza dinamike titra ne može se znati radi li se o akutnoj ili nekoj prošloj infekciji s 
legionelom51,162. 
   Kod jedne ispitanice bila su pozitivna IgG protutijela za L. pneumophila serogrupa 
7-14 (pool II) u testu indirektne imunofluorescence koji je indicirao liječnik kliničar koji je 
pratio bolesnika. ELISA metodom IgG i IgM protutijela za L. pneumophila serogrupa 1-7  
bila su negativna. Antigen za L. pneumophila serogrupa 1 u urinu nije napravljen jer se 
radilo o bolesnici s blažom pneumonijom (PSI skupina I), a PCR za Legionella spp. u 
sputumu bio je negativan. Ispitanica je liječena u JIL-u kombinacijom ceftriaksona i 
azitromicina. Kod ispitanice je istovremeno bio pozitivan pneumokokni antigen u urinu s 
jakim intenzitetom obojene linije što prema nekim autorima upućuje na definitivnu 
dijagnozu pneumokokne pneumonije163. Na temelju samo jednog uzorka s pozitivnim IgG 
bez dokaza dinamike titra ne može se znati kakvo je bilo njegovo značenje kod ove 
ispitanice51,162. 
 
 Rezultati ovog istraživanja potvdili su sve nedostatke mikrobiološke dijagnostike 
legioneloze – činjenicu da bolesnici s legionelozom često nemaju produktivni iskašljaj, pa 
je uzorak sputuma nemoguće dobiti, nemogućnost otkrivanja ostalih vrsta i serogrupa 
testom za antigen u urinu i potrebu za uzimanjem seruma konvalescentne faze koji tek 
omogućuje definitivnu dijagnozu, iako retrospektivnu. Najkorisnija metoda u ovom 
istraživanju bilo je otkrivanje legionela antigena u urinu.  PCR rezultati na uzorcima 
sputuma i BAL-a u ovom istraživanju bili su negativni, te nisu doprinijeli dijagnozi dodatnih 
slučajeva legioneloze. Iz tog razloga, kao i već navedene činjenice da dio bolesnika nema 
produktivni kašalj, jasno je da PCR-om treba evaluirati druge vrste kliničkih uzoraka. U 
novije vrijeme sve se više istražuju uzorci seruma koji su u nekim istraživanjima pokazali 
dobre rezultate164,165.  
 C. pneumoniae utvrđena je u ovom istraživanju kod  4 (5,0 %) bolesnika. Ovaj 
reultat u skladu je s do sada objavljenim istraživanjima u kojima učestalost infekcija s ovim 
bakterijskim uzročnikom varira između <1 % do 13 %3,5,13,78,117,136,139,148. 
Kod sva četiri bolesnika C. pneumoniae dokazana je konvencionalnom metodom 
odnosno na temelju pozitivnih IgM protutijela.  Real-time PCR za C. pneumoniae na 
uzorcima sputuma kod ovih bolesnika bio je negativan, a s obzirom da u njih nije bila 
indicirana bronhoskopija, uzorak BAL-a nije bio dostupan.  
Real-time PCR rezultati za C. pneumoniae na svim uzorcima sputuma i BAL-a u 
ovom istraživanju bili su negativni.  U tri uzorka sputuma real-time PCR dao je nesigurne 
rezultate, ali su ponavljanjem testa i u ovim uzorcima dobiveni negativni rezultati. 
Činjenica da su svi slučajevi infekcije s C. pneumoniae dokazani serološki, a niti jedan 
PCR reakcijom u skladu je s ranije objavljenim istraživanjima116,117,166. Naime, u svim 
istraživanjima pomoću PCR-a otkriveno je 10-20 % više slučajeva nego li kultivacijom na 
staničnim kulturama, ali je zato serološkim testovima otkriveno 10-20 % više slučajeva 
nego li pomoću PCR-a58. Upitno  je   samo    da li bi i uzorci BAL-a, da su bili klinički 
indicirani kod četiri bolesnika sa serološki dokazanom C. pnemoniae, također bili 
negativni. Rezultati ovog istraživanja pokazali su da je serologija najprihvatljivija metoda 
za dijagnostiku C. pneumoniae infekcija. PCR treba dalje evaluirati i standardizirati ili pak 
tražiti nove brze metode za dijagnostiku ovog bakterijskog uzročnika koji može uzrokovati i 
teže pneumonije.  
 U 62,0 % uzoraka seruma (49/79) bila su prisutna samo C. pneumoniae IgG. 
Poznato je da su ova protutijela prisutna kod oko 50 % odrasle populacije bez klinički 
vidljive bolesti48,167,168. U nekim istraživanjima seroprevalencija je bila češća kod starijih 
ljudi i bolesnika s KOPB-om, te je iznosila preko 75 %169,170. Rezultati ovog istraživanja to 
su potvrdili jer je srednja dob ispitanika iznosila 62,6 godina, a prevalencija C. pneumoniae 
IgG  bila je statistički značajno veća kod bolesnika s KOPB, nego li kod bolesnika bez 
KOPB (p=0,017). Iako su i druge serološke studije ukazivale na to da C. pneumoniae 
može imati ulogu u akutnim egzacerbacijama KOPB, novija istraživanja pokazala su da 
ona nema ulogu niti u stabilnoj fazi bolesti niti u egzacerbacijama135. 
Do sada su provedena samo četiri istraživanja u kojima su analizirani rezultati 
mikrobioloških metoda u odnosu na PSI skupine bolesnika s izvanbolničkom 
pneumonijom116,117,119,148. U navedenim istraživanjima utvrđene su neke razlike između 
bolesnika s različitom težinom pneumonije. Iako se  u njima može naslutiti tendencija da 
se etiološka dijagnoza češće utvrdi kod bolesnika s težom pneumonijom (PSI skupine IV-
V), to u njima nije dokazano. Izuzetak je istraživanje Templeton i suradnika u kojem je kod 
bolesnika s težom pneumonijom uzročnik otkriven kod njih >90 %116. Niti u ovom našem 
istraživanju u kojem je etiologija utvrđena kod 42 bolesnika s izvanbolničkom 
pneumonijom, broj razjašnjenih izvanbolničkih pneumonija nije se statistički značajno  
razlikovao između bolesnika u PSI skupinama I-III (54,2 %)  i IV-V (50,0 %). 
U navedenim istraživanjima pokušala se i utvrditi eventualna povezanost između 
otkrivenog bakterijskog uzročnika i PSI skupine bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom. 
S. pneumoniae bio je najčešći bakterijski uzročnik bez obzira na težinu pneumonije, iako 
nešto češće kod bolesnika s težom pneumonijom, kao i L. pneumophila, dok je M. 
pneumoniae češće otkrivena kod bolesnika s lakšom pneumonijom 117,119. Rezultati našeg 
istraživanja pokazali su slično - učestalost pojedinih bakterijskih uzročnika između 
bolesnika u PSI skupinama I-III i IV-V nije se statistički značajno razlikovala. Ipak je 
uočljivo da je, bez obzira radilo se o blažoj ili težoj pneumoniji, S. pneumoniae bio najčešći 
bakterijski uzročnik. Kad govorimo o atipičnim uzročnicima važno je naglasiti da su se oba 
bolesnika s otkrivenom legionelom nalazila u PSI skupini V, a da istovremeno niti jedan 
bolesnika s otkrivenom M. pneumoniae ne pripada u ovu skupinu bolesnika s najtežom 
pneumonijom. Za razliku od toga, jedan ispitanik s C. pneumoniae pripadao je u PSI 
skupinu V što potvrđuje činjenicu već navedenu u literaturi da ovaj uzročnik može 
uzrokovati i teže pneumonije117. Ovaj bolesnik primljen je u JIL s kliničkom dijagnozom 
pleuropneumonije i mogućeg apscesa pluća. Pri primitku bio je visoko febrilan (do 42o C) 
uz vrijednosti leukocita od 12,0 x 109/L, te CRP 246,8 mg/L, te je započeto liječenje 
ceftriaksonom i klindamicinom. Peti dan po primitku kod ispitanika su u uzorku sputuma 
nađeni acidorezistentni bacili, te je započeto liječenje antituberkuloticima. U kulturi je 
naknadno porastao Mycobacterium tuberculosis. S obzirom da su kod bolesnika bila 
pozitivna i IgM i IgG protutijela kao dokaz akutne infekcije s C. pneumoniae, može se 
zaključiti da se radi o bolesniku s tuberkulozom kod kojeg je bila prisutna popratna 
izvanbolnička pneumonija u prilog kojoj govore i izrazito povišena temperatura i povišeni 
parametri upale. Ovakvi slučajevi kod bolesnika s tuberkulozom prema literaturi nisu 
rijetki127. Kod bolesnika je tuberkuloza vjerojatno bila prisutna već neko vrijeme, a u 
bolnicu je primljen zbog izvanbolničke pneumonije, pri čemu je onda otkrivena i 
tuberkuloza.  
 
Hohenthal i suradnici pokazali su da se rezultati pojedinih mikrobioloških metoda 
razlikuju u odnosu na težinu pneumonije. U tom istraživanju pneumokokni antigen u urinu i 
hemokulture bili su statistički značajno češće pozitivni kod bolesnika s težom 
pneumonijom. Naprotiv, PCR i serologija za M. pneumoniae bili su češće pozitivni kod 
onih s lakšom pneumonijom117. U našem istraživanju pneumokokni antigen u urinu bio je 
češće pozitivan u PSI skupinama IV-V nego li I-III, a M. pneumoniae IgA i C. pneumoniae 
IgM protutijela u PSI skupinama I-III nego li IV-V, ali ove razlike nisu bile statistički 
značajne. Činjenica da su oba bolesnika s pozitivnim antigenom za L. pneumophila 
serogrupa 1 u urinu imala tešku pneumoniju (PSI skupina V), a jedan od njih je bio liječen i 
u JIL-u, u skladu je s navodima u literaturi prema kojoj bolesnici s pozitivnim legionela 
antigenom u urinu imaju teži klinički tijek bolesti161. Za ostale mikrobiološke metode u 
ovom istraživanju razlike između PSI skupina nisu zabilježene. 
Rezultati PCR-a u odnosu na težinu pneumonije analizirani su u samo dva 
istraživanja. U prvom istraživanju je, kako je već spomenuto, utvrđeno da je PCR za M. 
pneumoniae češće pozitivan kod bolesnika s lakšom pneumonijom, a u drugom je kod 
bolesnika s teškom pneumonijom pomoću PCR-a etiološku dijagnozu bilo moguće 
postaviti kod >90 % bolesnika116,117. Ova dva istraživanja imaju dva nedostatka – prvo, u 
njima nije primjenjen PCR za S. pneumoniae kao najčešćeg bakterijskog uzročnika 
izvanbolničke pneumonije i drugo, PCR-om nisu analizirani bronhoskopski dobiveni uzorci 
odnosno bili su analizirani u zanemarivom broju (N=3). Ova dva nedostatka (PCR za S. 
pneumoniae i uzorci BAL-a) u našem istraživanju su ispravljena, te su upravo njihovim 
dodavanjem u istraživanje dobivene neke od glavnih spoznaja koje će proizaći iz ovog 
znanstveno-istraživačkog rada. Važnost BAL-a kao uzorka za PCR za S. pneumoniae već 
je u ovoj raspravi naglašen. Sva tri bolesnika s pozitivnim PCR-om za S. pneumoniae bila 
su pozitivna upravo u uzorku BAL-a, a ne u serumu, a kod dvojice je to bio i jedini dokaz 
pneumokokne infekcije. Rezultati BAL PCR-a za S. pneumoniae nisu se značajno 
razlikovali između bolesnika PSI skupine I-III i IV-V (16,7 % vs 15,4 %). Težina 
pneumonije nije utjecala na rezultate BAL PCR-a za S. pneumoniae, ali su njime 
dijagnosticirana dva dodatna slučaja pneumokokne pneumonije koja nisu otkrivena drugim 
mikrobiološkim metodama. Možemo zaključiti da težina bolesti nije čimbenik koji bi 
određivao da li BAL PCR treba uključiti u mikrobiološku obradu obradu bolesnika s 
izvanbolničkom pneumonijom. Ipak, kod bolesnika kod kojih je ova invazivna dijagnostička 
metoda opravdana, o čemu je u ovoj raspravi već bilo govora, ova metoda može doprinijeti 
postavljenju etiološke dijagnoze, a na taj način i adekvatnom liječenju bolesnika. 
Za ostale bakterijske uzročnike zbog premalenog broja PCR-pozitivnih rezultata 
zaključke o utjecaju težine pneumonije na PCR nemoguće je donijeti. M. pneumoniae 
PCR bio je pozitivan samo kod jednog bolesnika PSI skupine III.  
U ovom istraživanju antimikrobni lijek koji je najčešće primjenjen u empirijskom 
antimikrobnom liječenju bio je ko-amoksiklav. Primjenjen je u 40,0 % bolesnika s 
izvanbolničkom pneumonijom. Po učestalosti primjene nakon njega sljedili su ceftriakson 
(26,3 %), makrolidi (20,0 %) i kinoloni (15,0 %).  
Pitanje da li kod bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom primijeniti monoterapiju 
ili kombinirano antimikrobno liječenje još uvijek je kontroverzno. Monoterapija je pri tome 
definirana kao primjena samog beta-laktama ili fluorokinolona, a kombinirano antimikrobno 
liječenje kao kombinacija koja uključuje beta-laktam s makrolidom ili fluorokinolonom171. U 
ovom istraživanju kombinirano antimikrobno liječenje prema navedenoj definiciji 
primjenjeno je kod 11 (13,8 %) bolesnika. Prema Loh i suradnicima između bolesnika s 
izvanbolničkom pneumonijom liječenih bez i s dodavanjem makrolida nije bilo značajne 
razlike u mortalitetu172. Međutim, sve veći broj istraživanja pokazuje da je kod bolesnika s 
teškom pneumonijom primjena kombiniranog antimikrobnog   liječenja   povezana   s   
nižim   mortalitetom128,129,173,174.   Stoga i  
trenutno važeće preporuke stručnih društava preopručuju kod bolesnika s teškom 
pneumonijom kombinirano antimikrobno liječenje52,54. Prednost kombiniranog 
anitmikrobnog liječenja kod bolesnika s teškom pneumonijom objašnjava se različitim 
čimbenicima kao što je djelovanje na atipične uzročnike, različite mehanizme djelovanja 
na bakterijsku stanicu (stanični zid za beta-laktame, sinteza proteina za makrolide), ali i 
antiinflamatornim djelovanjem makrolida171,175. U ovom istraživanju od ukupno 11 
bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom kod kojih je primjenjeno kombinirano 
antimikrobno liječenje, njih 4 imalo je tešku pneumoniju (PSI skupina IV-V), a samo kod 
jednog od njih otkriven je atipični uzročnik, i to legionela. 
Već je u uvodu navedeno da  unatoč dobivenim nalazima, pa čak i onima pozitivnih 
hemokultura, kliničari vrlo rijetko mijenjaju započetu empirijsku terapiju u onu ciljanu, užeg 
spektra djelovanja, koja je usmjerena samo na otkrivenog bakterijskog uzročnika24,31. 
Nadalje, kod bolesnika kod kojih etiologija izvanbolničke pneumonije ostane neotkrivena, 
antimikrobno liječenje empirijsko je tijekom cijele bolesti. Iako se empirijska primjena 
lijekova i kod ovih bolesnika temelji na određenim podacima koji su dostupni kao što je 
učestalost bakterijskih uzročnika izvanbolničkih pneumonija i njihova osjetljivost na 
antimikrobne lijekove na određenom području, te težini pneumonije, ipak bi od velike 
pomoći za kliničare bilo da znaju primjenjuju li adekvatnu terapiju ako mikrobiološke 
pretrage koje su indicirali ostanu negativne i ne otkriju uzročnika pneumonije. Prema 
dostupnoj literaturi do sada je provedeno samo jedno istraživanje u kojem je na temelju 
rezultata mikrobioloških pretraga utvrđeno da je kod 78,9 % (15/19) bolesnika s 
izvanbolničkom pneumonijom empirijsko antimikrobno liječenje bilo adekvatno23. Ono je 
provedeno na malom broju ispitanika, i što je još važnije, u njemu su korištene samo 
konvencionalne mikrobiološke metode. Naše istraživanje prvo je u kojem je  empirijsko 
antimikrobno liječenje kod bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom evaluirano na temelju 
istodobno provedenih konvencionalnih i molekularnih pretraga. 
U ovom istraživanju empirijsko antimikrobno liječenje bilo je adekvatno kod 73,7 % 
bolesnika s utvrđenom etiologijom izvanbolničke pneumonije. Nešto niži postotak 
bolesnika sa adekvatnim liječenjem u našem istraživanju u odnosu na ranije spomenuto, 
vjerojatno je posljedica primjene većeg broja mikrobioloških metoda, uključujući i one 
molekularne, kojima je etiološki razjašnjen veći broj pneumonija nego li u navedenom 
istraživanju, pa je i broj onih neadekvatno liječenih bio nešto veći. Možemo zaključiti da je 
na temelju istodobno primjenjenih konvencionalnih i molekularnih mikrobioloških pretraga 
utvrđeno da je kod većine bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom, njih gotovo tri 
četvrtine, empirijsko antimikrobno liječenje adekvatno.  
To istovremeno znači i to da je 26,3 % bolesnika, u slučaju kad mikrobiološki nalazi 
ne otkriju uzročnika, neadekvatno liječeno. Bakterijski uzročnici utvrđeni kod bolesnika s 
neadekvatnim empirijskim antimikrobnim liječenjem bili su C. pneumoniae, M. 
pneumoniae, P. aeruginosa  i Legionella spp. 
Pneumonija uzrokovana s M. pneumoniae obično je karakterizirana dobrim 
ishodom, čak i kod slučajeva bez adekvatnog antimikrobnog liječenja46. U prilog ovome 
govori i činjenica da u ovom istraživanju niti jedan od bolesnika s dokazanom M. 
pneumoniae nije podvrgnut bronhoskopskoj pretrazi. Za zaključiti je da je kod ovih 
bolesnika pneumonija, iako uz neadekvatno antimikrobno liječenje, uspješno regredirala, 
te stoga nije bilo potrebe za daljnjim invazivnim dijagnostičkim pretragama i dobivanjem 
uzorka BAL-a. Veći problem predstavljaju ostala tri bakterijska uzročnika – C. 
pneumoniae, jer može biti uzročnik i teških slučajeva pneumonija kao kod ranije opisanog 
ispitanika, Legionella spp. također kao uzročnik teških pneumonija, te P. aeruginosa kao 
uzročnik pneumonija u bolesnika s različitim rizičnim čimbenicima.  
Možemo zaključiti da je kod većine bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom 
empirijsko antimikrobno liječenje adekvatno, ali da su mikrobiološke pretrage kod 
bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom unatoč tome neophodne. Osobito su važne one 
za otkrivanje atipičnih uzročnika koji su prevladavali u neadekvatno liječenih bolesnika.  
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. ZAKLJUČCI 
 
 Na temelju postavljenih ciljeva i hipoteza, te dobivenih rezultata zaključci ovog 
istraživanja su sljedeći: 
1. Čak i uz istodobno napravljene konvencionalne i molekularne mikrobiološke metode,   
    gotovo 50 % izvanbolničkih pneumonija ostaje etiološki nerazjašnjeno. Etiologija kod  
    bolesnika s prethodno primjenjenim antimikrobnim lijekovima nije bila značajno rjeđe  
    otkrivena,  pa je i kod njih mikrobiološka obrada opravdana.  
 
2. Utvrđivanje učestalosti bakterijskih uzročnika pokazalo je da: 
 Najčešći bakterijski uzročnik izvanbolničkih pneumonija je S. pneumoniae. 
Atipični bakterijski uzročnici utvrđeni su kod 16,3 % ispitanika, a na trećem 
mjestu po učestalosti nalazio se H. influenzae. Miješane infekcije, kod kojih 
je najčešća bila kombinacija S. pneumoniae i H.  influenzae, bile su 
prisutne kod 8,8 % ispitanika. 
 Učestalost pojedinih bakterijskih uzročnika između ispitanika mlađih i 
starijih od 60 godina ne razlikuje se, pa  empirijski primjenjeno 
antimikrobno liječenje, bez obzira na dob, obavezno mora djelovati na 
pneumokok. 
 M. pneumoniae može biti uzročnik izvanbolničkih pneumonija i kod starijih 
dobnih skupina. 
 Prevalencija C. pneumoniae IgG utvrđena je kod 62,0 % ispitanika i bila je 
statistički značajno veća kod bolesnika s KOPB-om, nego li kod bolesnika 
bez KOPB-a. Ulogu C. pneumoniae u KOPB-u još treba istraživati. 
 
 
 
 
 3. Usporedba rezultata konvencionalnih i molekularnih mikrobioloških metoda pokazala  
    je da: 
 Najbolja metoda za dijagnostiku izvanbolničke pneumonije uzrokovane sa 
S. pneumoniae je otkrivanje pneumokoknog antigena u urinu. Njome se 
može otkriti najveći broj slučajeva, čak i onda kada su sve ostale 
mikrobiološke pretrage negativne. 
 Kultura sputuma statistički značajno je rjeđe pozitivna kod bolesnika kod 
kojih je prethodno primjenjeno antimikrobno liječenje. Preparat po Gramu i 
kultura sputuma u dijagnostici izvanbolničke pneumonije mogu biti korisni 
samo dobivanjem adekvatnog uzorka sputuma kod bolesnika koji 
prethodno nisu liječeni antimikrobnim lijekovima. 
 Kultura BAL-a ima ograničenu vrijednost kod bolesnika s izvanbolničkom 
pneumonijom koji su prethodno liječeni antimikrobnim lijekovima jer je bila 
pozitivna samo kod 31,6 % bronhoskopiranih ispitanika. 
 PCR za S. pneumoniae na uzorcima seruma nije koristan u dijagnostici 
pneumokokne pneumonije. BAL PCR-om za S. pneumoniae, čak i ako je 
već primjenjeno antimikrobno liječenje, mogu se otkriti dodatni slučajevi 
pneumokokne pneumonije koje nije moguće dijagnosticirati 
konvencionalnim metodama.  
 PCR za M. pneumoniae nema prednost pred serološkim pretragama, ali 
može biti koristan kod bolesnika kod koji ne stvaraju serološki odgovor kao 
što su osobe starije životne dobi i imunokompromitirani bolesnici uopće.  
 Otkrivanje legionela antigena u urinu najkorisnija je metoda za dijagnostiku 
legioneloza. PCR na uzorcima sputuma i BAL-a nije omogućio dijagnozu 
dodatnih slučajeva legioneloze, pa ga treba evaluirati na drugim vrstama 
kliničkih uzoraka, kao što su uzorci seruma. 
 Serologija je najprihvatljivija metoda za dijagnostiku C. pneumoniae. PCR 
treba dalje evaluirati, osobito na uzorcima BAL-a, i standardizirati ili pak 
tražiti druge brze metode za dijagnostiku ovog bakterijskog uzročnika koji 
može uzrokovati i teške pneumonije.  
 
4. Usporedba rezultata konvencionalnih i molekularnih metoda kod bolesnika s   
    različitom težinom pneumonije pokazala je da: 
 Težina pneumonije ne utječe na broj etiološki razjašnjenih izvanbolničkih 
pneumonija, učestalost pojedinih bakterijskih uzročnika, kao niti na 
rezultate konvencionalnih mikrobioloških metoda.  
 Utjecaj težine pneumonije na molekularne metode bilo je moguće utvrditi 
samo u odnosu na PCR za S. pneumoniae na uzorcima BAL-a, pri čemu je 
odbačena hipoteza postavljena na početku istraživanja. Težina pneumonije 
ne utječe na rezultate ove molekularne pretrage i nije čimbenik koji 
određuje da li uključiti ovu pretragu u mikrobiološku obradu bolesnika s 
izvanbolničkom pneumonijom. Ipak, kod bolesnika kod kojih je invazivna 
bronhoskopska pretraga opravdana, ova molekularna metoda može 
doprinijeti postavljenju etiološke dijagnoze, a na taj način i adekvatnom 
liječenju bolesnika. 
 
5. Evaluacija empirijskog antimikrobnog liječenja u odnosu na rezultate konvencionalnih   
    i molekularnih mikrobioloških metoda pokazala je da: 
 Evaluacijom empirijskog antimikrobnog liječenja prihvaćena je hipoteza 
postavljena na početku istraživanja. Istodobno primjenjenim 
konvencionalnim i molekularnim metodama uspjelo se znanstveno 
dokazati da  je kod većine bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom, njih 
gotovo tri četvrtine (73,7 %), empirijsko antimikrobno liječenje adekvatno. 
Ovo je prvo takvo provedeno istraživanje. 
 To istovremeno znači i da je 26,3 % bolesnika, u slučaju kad mikrobiološki 
nalazi ne otkriju uzročnika, neadekvatno liječeno. Zbog toga su postojeće 
mikrobiološke pretrage, kao i razvoj novih metoda, kod bolesnika s 
izvanbolničkom pneumonijom još uvijek neophodne i opravdane, osobito 
one za otkrivanje atipičnih uzročnika  koji prevladavaju kod neadekvatno 
liječenih bolesnika, a neki od njih kao C. pneumoniae i Legionella spp 
mogu uzrokovati i teške pneumonije. 
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7. SAŽETAK 
 
 Etiologija izvanbolničkih pneumonija se uz primjenu konvencionalnih 
mikrobioloških metoda utvrdi kod 50-75 % bolesnika, a kod onih s neutvrđenom 
etiologijom antimikrobno liječenje ostaje empirijsko i kasnije tijekom bolesti. Zbog toga se 
sve češće nastoje primijeniti molekularne metode, prije svega lančana reakcija 
polimerazom (PCR, prema engl. polymerase chain reaction). Do sada provedenim 
istraživanjima nije utvrđeno kod kojih bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom bi 
izvođenje ovih skupih i tehnički zahtjevnih dijagnostičkih metoda bilo opravdano u 
svakodnevnom radu. Cilj istraživanja bio je utvrditi utječe li težina pneumonije na rezultate 
molekularnih metoda i evaluirati empirijski primjenjeno antimikrobno liječenje u odnosu na 
rezultate konvencionalnih i molekularnih mikrobioloških pretraga. 
          U ovo prospektivno istraživanje uključeno je 80 ispitanika s izvanbolničkom 
pneumonijom kod kojih su napravljene konvencionalne i molekularne mikrobiološke 
pretrage za Streptococcus. pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila 
pneumoniae i Legionella species, te određena težina pneumonije pomoću indeksa PSI 
(prema engl. Pneumonia severity index).  
 Etiologija izvanbolničkih pneumonija utvrđena je kod 52,5 % ispitanika. Najčešći 
bakterijski uzročnik bio je S. pneumoniae (31,3 %). Atipični bakterijski uzročnici utvrđeni su 
kod 16,3 %, a miješane infekcije kod 8,8 % ispitanika. Učestalost pojedinih bakterijskih 
uzročnika nije se statistički značajno razlikovala s obzirom na dob ispitanika, a M. 
pneumoniae bila je uzročnik bolesti i u starijoj dobi. Prevalencija C. pneumoniae IgG bila je 
češća kod bolesnika s kroničnom opstruktivnom plućnom bolesti (KOPB). Najveći broj 
pneumokoknih infekcija (64 %) otkriven je  pneumokoknim antigenom u urinu. Kulture 
sputuma bile su statistički značajno rjeđe pozitivne kod bolesnika s prethodno 
primjenjenim antimikrobnim liječenjem (22,2 % vs 72,2 %; p=0,003). PCR za S. 
pneumoniae bio je pozitivan u uzorku bronhoalveolarnog ispirka (BAL) kod tri, a PCR za 
M. pneumoniae u uzorku sputuma kod jednog ispitanika. Broj etiološki razjašnjenih 
pneumonija, učestalost pojedinih bakterijskih uzročnika i rezultati konvencionalnih 
mikrobioloških metoda nisu se razlikovali u odnosu na težinu pneumonije. Rezultati BAL 
PCR-a za S. pneumoniae nisu se statistički značajno razlikovali između bolesnika PSI 
skupine I-III i IV-V (16,7 % vs 15,4 %; p=0,422). Empirijsko antimikrobno liječenje 
evaluirano na temelju rezultata konvencionalnih i molekularnih mikrobioloških metoda bilo 
je adekvatno kod 73,7  % (28/38) ispitanika. 
 Težina pneumonije ne utječe na rezultate PCR-a za S. pneumoniae u uzorcima 
BAL-a, te stoga nije čimbenik koji određuje da li ovu molekularnu pretragu uključiti u 
mikrobiološku obradu bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom. Ipak, kod bolesnika kod 
kojih je invazivna bronhoskopska pretraga opravdana, BAL PCR-om  za S. pneumoniae  
mogu se otkriti dodatni slučajevi pneumokokne pneumonije koje nije moguće 
dijagnosticirati konvencionalnim metodama. Ovo je prvo istraživanje u kojem je 
znanstveno dokazano da je kod većine bolesnika s izvanbolničkom pneumonijom, njih 
gotovo tri četvrtine,  empirijsko antimikrobno liječenje adekvatno.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8. SUMMARY 
 
 When conventional methods applied, etiology of community-acquired pneumonia 
(CAP) can be determined in 50-75 % of patients, and in those with unknown etiology 
antimicrobial treatment remains empirical. Polymerase chain reaction (PCR) is extensively 
being evaluated for diagnostic purpose. However, it is still not determined in which patients 
with CAP this expensive and technically demanding method should be performed in a 
routine practice. The aim of study was to determine if results of molecular methods are 
influenced by the severity of pneumonia and to evaluate empirical antimicrobial treatment 
with regard to results of conventional and molecular methods. 
 This prospective study included 80 patients with CAP in which conventional and 
molecular microbiological methods for Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma 
pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae and Legionella species were performed, and the 
severity of pneumonia was determined with Pneumonia severity index (PSI). 
 Etiology of CAP was determined in 52, 5 % of patients. The most common 
bacterial pathogen was S. pneumoniae (31, 3 %). Atypical bacterial pathogens were 
determined in 16, 3 %, and mixed infections in 8, 8 % of patients. The frequency of 
bacterial pathogens was not significantly different according to patients' age, and M. 
pneumoniae was also a cause of pneumonia in elderly patients. The prevalence of C. 
pneumoniae IgG was higher in patients with chronic obstructive pulmonary disease 
(COPD). The majority of pneumococcal infections (64 %) were determined with 
pneumococcal urinary antigen. Sputum cultures were significantly less positive in patients 
with previously administered antimicrobial treatment (22,2 % vs 72,2 %; p=0,003). PCR for 
S. pneumoniae was positive in bronchoalveolar lavage fluid in three, and PCR for M. 
pneumoniae in sputum specimen in one patient. The number of etiologically diagnosed 
pneumonias, the frequency of bacterial pathogens and results of conventional 
microbiological methods were not different according to severity of pneumonia. BAL PCR 
results for S. pneumoniae were not significantly different between patients in PSI class I-III 
and IV-V (16,7 % vs 15,4 %; p=0,422). Empirical antimicrobial treatment evaluated 
according to results of conventional and molecular methods was adequate in 73, 7 % 
(28/38) of patients. 
 Diagnostic yield of BAL PCR for S. pneumoniae is not influenced by the severity of 
pneumonia. Therefore, severity of disease is not a factor that determines whether BAL 
PCR should be included in microbiological work-up in patients with CAP. However, PCR 
applied to BAL specimens can give an additional diagnosis of pneumococcal pneumonia 
in patients in whom an invasive procedure for obtaining specimen is justified. This is the 
first study which provided scientific proof that empirical antimicrobial treatment in majority 
of patients with CAP, almost three quarter of them, is adequate.  
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